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Neste traballo evaluouse se a disfunción mitocondrial nas células mesoteliais da 
membrana peritoneal, a través dun aumento no nivel de estrés oxidativo e dos mediadores 
inflamatorios, participa na transición epitelio-mesenquimal (TEM) que poden sufrir estas 
células en pacientes tratados con diálise peritoneal (DP). 
En primeiro lugar, os estudos ex vivo demostraron que existía unha relación entre a 
disfunción mitocondrial e o estado de TEM das células mesoteliais, así como co tempo en 
DP. Ademais, evidenciouse unha correlación positiva entre o ADNmt libre no dializado, 
que actúa coma un indicador do dano mitocondrial agudo, e a función dialítica do 
peritoneo. En segundo lugar, describiuse in vitro que tanto o líquido de diálise (LD) como 
a citocina inflamatoria IL-1ß teñen a capacidade de inducir disfunción mitocondrial nas 
células mesoteliais. Esta disfunción mitocondrial incrementou a expresión dos 
mediadores inflamatorios COX-2 e IL-8 e aumentou a sensibilidade das células 
mesoteliais ás citocinas inflamatorias, determinándose que as especies reactivas de 
osíxeno (ROS) mitocondriais e o factor NF-κB estaban implicados neste proceso. Así 
mesmo, identificouse aos ROS mitocondriais como mediadores do proceso de TEM. 
Finalmente, mostrouse in vitro que o polifenol natural resveratrol protexe a función 
mitocondrial das células mesoteliais, e que foi capaz de previr os efectos desta disfunción, 
posicionándoo como unha terapia potencial para preservar a capacidade dialítica do 
peritoneo durante o tratamento con DP.  
Estes resultados poderían axudar a unha mellor comprensión dos mecanismos 
patoxénicos que conducen a un fallo de ultrafiltración nos pacientes en DP ao evidenciar 

















En este trabajo se ha analizado si la disfunción mitocondrial en las células 
mesoteliales de la membrana peritoneal, a través de un incremento en el nivel de estrés 
oxidativo y de mediadores inflamatorios, participa en la transición epitelio-mesenquimal 
(TEM) que pueden sufrir estás células en pacientes tratados con diálisis peritoneal (DP). 
En primer lugar, los estudios ex vivo demostraron que existía una relación entre la 
disfunción mitocondrial y el estado de TEM de las células mesoteliales, así como con el 
tiempo en DP. Además, se evidenció una correlación positiva entre el ADNmt libre en el 
dializado, que actúa como un indicador de daño mitocondrial agudo, y la función dialítica 
del peritoneo. En segundo lugar, se describió in vitro que tanto el líquido de diálisis (LD) 
como la citoquina inflamatoria IL-1ß tienen la capacidad de inducir disfunción 
mitocondrial en las células mesoteliales. Esta disfunción mitocondrial incrementó la 
expresión de los mediadores inflamatorios COX-2 e IL-8 y aumentó la sensibilidad de las 
células mesoteliales a las citoquinas inflamatorias, determinándose que las especies 
reactivas de oxígeno (ROS) mitocondriales y el factor NF-κB estaban implicados en este 
proceso. Asimismo, se identificó a los ROS mitocondriales como mediadores del proceso 
de TEM. Por último, se mostró in vitro que el polifenol natural resveratrol protege la 
función mitocondrial de las células mesoteliales, y que fue capaz de prevenir los efectos 
de esta disfunción, posicionándolo como potencial terapia para preservar la capacidad 
dialítica del peritoneo durante el tratamiento con DP. 
Estos resultados podrían ayudar a una mejor comprensión de los mecanismos 
patogénicos que conducen al fallo de ultrafiltración en los pacientes en DP al evidenciar 


















In this work, we have analyzed whether mitochondrial dysfunction in mesothelial 
cells of the peritoneal membrane, through an increase in the level of oxidative stress and 
inflammatory mediators, participates in the epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) 
that these cells may undergo in patients treated with peritoneal dialysis (PD). 
First, ex vivo studies demonstrated that there was a correlation between 
mitochondrial dysfunction and the EMT status of mesothelial cells, as well as with the 
time in PD. Furthermore, a positive correlation was evidenced between the free mtDNA 
in the dialysate, which acts as an indicator of acute mitochondrial damage, and the 
dialytic function of the peritoneum. Secondly, both the dialysis fluid (DF) and the 
inflammatory cytokine IL-1ß were described in vitro as having the ability to induce 
mitochondrial dysfunction in mesothelial cells. This mitochondrial dysfunction increased 
the expression of the inflammatory mediators COX-2 and IL-8, and the sensitivity of 
mesothelial cells to inflammatory cytokines. Also, we determined that mitochondrial 
reactive oxygen species (ROS) and the NF-κB factor were involved in this process. 
Likewise, mitochondrial ROS were identified as mediators of the EMT process. Finally, it 
was shown in vitro that natural polyphenol resveratrol protects the mitochondrial function 
of mesothelial cells, and that it was able to prevent the effects of this dysfunction, 
positioning it as a potential therapy to preserve the dialytic capacity of the peritoneum 
during PD treatment. 
These results could help a better understanding of the pathogenic mechanisms that 
lead to ultrafiltration failure in PD patients by showing the involvement of the 
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1. EL ENVEJECIMIENTO DE LA POBLACIÓN 
La población española, al igual que la del resto de Europa, está envejeciendo y 
seguirá envejeciendo en los próximos años (Figura 1). En la actualidad, el porcentaje de 
personas mayores según los datos estadísticos del Padrón Continuo del Instituto Nacional 
de Estadística (INE) es del 19,4% sobre el total de la población, y se estima que en 2068 
la población mayor podría representar un 29,4% de la población total. El envejecimiento 
de la población se debe en gran medida al aumento de la esperanza de vida, que según el 
último estudio del INE alcanza los 80 años en el caso de los hombres y los 86 años en el 














Figura 1-Evolución de la población mayor de 65 y 80 años en España desde 1975 hasta 2019. Imagen realizada a 
partir de los datos demográficos del INE. 
Como consecuencia directa del aumento de la esperanza de vida, se ha producido 
un incremento en  las enfermedades y patologías clínicas relacionadas con el proceso de 
envejecimiento, aumentando la prevalencia de las enfermedades crónicas. La enfermedad 
renal crónica no es una excepción, habiendo alcanzado transcendencia epidemiológica a 









































































































2. LA ENFERMEDAD RENAL CRÓNICA 
2.1. DEFINICIÓN 
La enfermedad renal crónica (ERC) es un término genérico que engloba un 
conjunto de enfermedades caracterizadas por alteraciones renales funcionales y/o 
estructurales que persisten en el tiempo. Actualmente, se define como una disminución de 
la función renal con tasas de filtrado glomerular inferiores a 60 ml/min/1,73 m2, o por la 
presencia de marcadores de daño renal, o por ambos, durante al menos 3 meses 
independientemente de la causa subyacente. Para diagnosticar la ERC, así como para 
llevar a cabo un análisis de la misma, se utilizan fundamentalmente los siguientes 
parámetros (3): 
a. La tasa de filtrado glomerular: se utiliza para evaluar la función renal. Se puede 
medir vía marcadores exógenos, pero se recomienda calcularla utilizando ecuaciones 
que además de incluir la concentración de creatinina sérica, incluyan edad, sexo y 
etnia. 
b. Marcadores de daño renal: 
• Albuminuria: una concentración elevada de proteína o albúmina en la orina 
prolongada en el tiempo es un indicativo de lesión renal. 
• Alteraciones del sedimento urinario: la presencia de sedimento, sangre o 
leucocitos una vez descartada una infección también puede ser signo de lesión 
renal. 
• Imágenes radiológicas patológicas: la ecografía renal permite detectar anomalías 
estructurales y obstrucciones en las vías urinarias. 
• Alteraciones histológicas: se pueden detectar mediante la realización de una 
biopsia. 
 
Cualquiera de las alteraciones citadas durante un periodo superior a 3 meses es 
indicativo de daño renal, siendo la mejor herramienta disponible para determinar la 
función renal la tasa de filtrado glomerular. Existen diferentes fórmulas para calcularla, 







En función de los valores que toma este parámetro, se puede clasificar la 
enfermedad en diferentes categorías, que se recogen en la Tabla 1.  
 
Tabla 1-Clasificación de los estadios de la ERC según la tasa de filtrado glomerular (FG). Tabla 
modificada de Webster et al., 2017 (3).  
ESTADIO FG (ml/min/1.73 m2) DESCRIPCIÓN 
1 ≥90 FG normal 
2 60-89 Disminución leve del FG 
3 30-59 Disminución moderada del FG 
4 15-29 Descenso severo de FG 
5 <15 Fallo renal (Prediálisis) 
5D Diálisis Diálisis 
 
Una vez que los pacientes entran en el programa de diálisis, se realiza un 
seguimiento del nivel del filtrado glomerular atendiendo a la siguiente fórmula: 
 
Las causas más frecuentes de la ERC son la nefropatía diabética, la arterosclerosis, 
la nefroangiosclerosis, la nefropatía isquémica (todas ellas relacionadas con la 
hipertensión arterial), la enfermedad glomerular y las nefropatías congénitas, hereditarias  
e intersticiales (4).  
La evolución de la enfermedad suele seguir un patrón constante, que depende tanto 
de la etiología como de las características del paciente. Sin embargo, esta progresión 
puede verse acelerada en combinación con otras patologías, y ralentizarse por la 
aplicación de medidas terapéuticas adecuadas (5). 






× 0,742 si se trata de una mujer 
× 1,210 si el paciente es de raza negra 
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2.2. EPIDEMIOLOGÍA  
La ERC se ha convertido en uno de los problemas principales de salud pública en 
las últimas décadas, adquiriendo dimensiones epidémicas a nivel mundial. En la 
actualidad, cerca de 500 millones de adultos padecen ERC en el mundo, lo que se traduce 
en que más de un 10% de la población adulta presenta enfermedad renal. La prevalencia 
mundial varía ampliamente dependiendo del área geográfica, del género y de variables 
económicas, oscilando en Europa entre el 3,3% descrito en Noruega hasta alcanzar un 
17,3% en el noroeste de Alemania. En España, la prevalencia de esta enfermedad se situó 
en torno al 15% a finales del 2018, lo que supone uno de cada 7 adultos (6, 7). 
Desde los estadios iniciales, la ERC aumenta de manera significativa el riesgo de 
morbimortalidad cardiovascular y de mortalidad total, estimándose como la causa de 2,4 
millones de muertes al año en todo el mundo, y su tasa de crecimiento va en aumento. 
Sólo en España, la mortalidad asociada a esta enfermedad ha crecido casi un 30% en la 
última década, y se convertirá en la segunda causa de muerte si continúa su tasa de 
crecimiento actual, sólo superada por la enfermedad de Alzheimer. La mortalidad 
relacionada con esta enfermedad en España es de un 9% aproximadamente, y en la misma 
intervienen muchos factores, siendo las dos causas principales la diabetes y la 
hipertensión arterial. Además, se ha observado un aumento del 10% en la tasa de 
incidencia (nuevos casos) en la última década, relacionada con causas como el 
envejecimiento de la población, pero también con otros factores de riesgo importantes 
como son la diabetes (responsable en un 24% de los incidentes), las enfermedades 
cardiovasculares (15,3%), la obesidad o el tabaquismo (8). 
2.3. EL TRATAMIENTO SUSTITUTIVO RENAL 
Cuando la enfermedad renal alcanza un estado avanzado, surge la necesidad de 
sustituir la función de los riñones nativos. Es decir, si el filtrado glomerular es menor de 
15 ml/min/1,73 m2  es necesario el planteamiento de un tratamiento sustitutivo renal, o 
con niveles de filtrado incluso superiores si se dan síntomas de uremia o se presenta 
dificultad en el control de la hidratación.  
 
Los posibles tratamientos de sustitución de la función renal son la hemodiálisis, la 















Figura 2-Modalidades de tratamiento sustitutivo renal. 
De los 7 millones de personas que padecen ERC en España, unas 60.000 se 
encuentran en alguno de los tres tratamientos. La opción preferente es el trasplante renal, 
pero no todos los pacientes tienen acceso potencial a este tratamiento, y los tiempos de 
espera son prolongados. Según el informe de 2018 de la Sociedad Española de Nefrología 
en conjunto con la Organización Nacional de Trasplantes, se estima que el 52,4% de los 
pacientes tiene un trasplante renal funcional. Del porcentaje restante, un 42,2% recibe 
hemodiálisis como tratamiento, y un 5,45% se encuentra en DP (9). El porcentaje de 
mortalidad varía según el tipo de tratamiento, del 15,2% en hemodiálisis al 9,5% en DP, 
siendo las causas cardiovasculares y las infecciosas las más frecuentes (6).  
A pesar de obtener resultados comparables a la hemodiálisis como tratamiento para 
la ERC, la DP se utiliza en menor medida (10). Un 25% de los pacientes que inician un 
tratamiento sustitutivo no son elegibles para la DP por razones médicas o sociales, lo que 
establece un límite en la penetración de la técnica en comparación con la hemodiálisis. 
Además, durante los comienzos de la DP en los años 80, las infecciones peritoneales 
recurrentes provocaron una cierta reticencia hacia la técnica en las décadas siguientes. Sin 
embargo, debido a los múltiples avances logrados a lo largo de su historia, en la 
actualidad la DP presenta una mayor relación eficiencia-coste que la hemodiálisis. Estos 
avances se han traducido en excelentes resultados capaces de competir con la 
hemodiálisis en términos de mortalidad, obteniendo una tasa de supervivencia superior 
hasta el cuarto año. En este sentido, en España se observó un aumento del 50% de la 
incidencia de la DP en el periodo 2009-2017, en contraste con la hemodiálisis que apenas 
se incrementó en un 2%. Actualmente el talón de Aquiles de la DP es la supervivencia de 
la técnica, ya que puede darse una pérdida de su capacidad dialítica que la acabe haciendo 
inviable. Por este motivo, es imprescindible un mayor conocimiento de las causas que 
pueden comprometer la supervivencia de la técnica (11). 
Tratamiento sustitutivo renal 
Diálisis peritoneal Hemodiálisis Trasplante 
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2.4. FUNDAMENTOS DE LA DIÁLISIS 
La diálisis es una terapia sustitutiva de la función renal que funciona según los 
principios de la difusión de sustancias y la filtración de fluidos a través de membranas 











Figura 3-Esquema del funcionamiento de la ósmosis. Imagen modificada de https://www.gtush.com/osmosis/. 
Las sustancias disueltas en un líquido tienen a difundir de manera pasiva a favor de 
gradiente de concentración, atravesando los poros de la membrana semipermeable para 
igualar la concentración a ambos lados de la misma. El tamaño minúsculo de los poros, 
permite únicamente el paso de sustancias de bajo peso molecular y evita el paso de 
sustancias de mayor tamaño, como los azúcares. Por tanto, si tenemos dos 
compartimentos y uno de ellos presenta una alta concentración de azúcares, ésta tenderá a 
igualarse a ambos lados de la membrana mediante el desplazamiento de agua hacia el 
compartimento que presenta la concentración de azúcar más elevada (Figura 3). En la 
diálisis, se aprovecha este fenómeno para eliminar las sustancias tóxicas y el exceso de 
líquido acumulado debido al fallo renal. Durante esta técnica, la sangre fluye en un lado 
de la membrana semipermeable y en el otro, el líquido de diálisis es el encargado de 
atraer las sustancias tóxicas y el exceso de líquido (12).  
En el caso de la hemodiálisis el intercambio es extracorpóreo, es decir, tiene lugar 
en el interior de un dializador, cuya parte fundamental es la membrana de diálisis. Estas 
membranas son generalmente polímeros que pueden ser de diferente composición, la cual 
va a condicionar su capacidad de depuración (13). Sin embargo, en la DP el intercambio 
Molécula de agua 
Membrana 
semipermeable 




tiene lugar en la cavidad peritoneal de los pacientes, siendo su membrana peritoneal la 
que actúa como membrana semipermeable. Debido a su composición especial, los 
líquidos de diálisis presentan características poco biocompatibles, por lo que su contacto 
con la membrana peritoneal puede acabar generando un daño en la misma. 
2.5. REPERCUSIÓN SOCIOECONÓMICA 
El aumento de la tasa de enfermedades crónicas, acentuada por el envejecimiento 
de la población Europea y el impacto de estilos de vida poco saludables, supone una 
amenaza para la sostenibilidad de los sistemas sanitarios europeos. El tratamiento 
sustitutivo en la ERC avanzada mediante diálisis o trasplante renal, conlleva una marcada 
reducción de la expectativa de vida y constituye el tratamiento más costoso recibido de 
entre todas las enfermedades crónicas (14). De hecho, menos del 1% de la población 
precisa tratamiento renal sustitutivo, pero éste consume un 5% del presupuesto de los 
sistemas sanitarios y más del 4% de la atención especializada. El elevado gasto que 
conlleva el tratamiento sustitutivo renal ha promovido la realización de estudios 
económicos sobre la diálisis que han demostrado grandes diferencias entre el coste de la 
hemodiálisis y la DP. Los resultados muestran que la DP es mucho menos costosa, 
presentando una eficiencia similar en términos de eficacia dialítica y de morbimortalidad 
que la hemodiálisis (10). Además, la DP es la mejor opción para los pacientes que se 
encuentran en lista de espera para un trasplante puesto que conserva en mayor medida la 
función renal residual, y ofrece un porcentaje de supervivencia mayor durante los 
primeros años (15). Los costes relativos a la diálisis engloban el propio procedimiento, la 
atención médica, los fármacos y el transporte sanitario. En un estudio de análisis de 
costes llevado a cabo sobre el tratamiento sustitutivo renal en 2019, se estimó que los 
pacientes en hemodiálisis consumían un 73-77% del coste destinado a tratamiento 
sustitutivo renal, mientras que la DP sólo suponía un 6% del presupuesto. En los 
pacientes con trasplante renal el gasto fue del 17-21% del total (14). Al analizar el coste 
anual por paciente del reemplazo renal en un estudio realizado a nivel provincial, se 
obtuvo un valor de 98.260 € para los que se trataron con hemodiálisis, mientras que los 
pacientes en DP supusieron 51.896 € al año (16). Estas diferencias de coste-eficiencia 
provocan que en la actualidad los sistemas de provisión pública favorezcan el uso de la 
DP.  
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La mayor limitación de la DP continúa siendo la supervivencia de la técnica, por lo 
que cobra vital importancia tratar de preservar la integridad del peritoneo durante la DP. 
El objetivo principal de la preservación es aumentar la posibilidad de prolongar el tiempo 
de recepción del tratamiento, además de proporcionar acceso a esta técnica a un mayor 





3. LA DIÁLISIS PERITONEAL 
3.1. DEFINICIÓN 
Como ya se ha mencionado previamente, la diálisis peritoneal (DP) es un 
tratamiento sustitutivo de la función renal que utiliza como membrana de diálisis la 
membrana peritoneal del propio paciente, que es una membrana biológica que se 
comporta funcionalmente como una membrana dialítica. Su objetivo es eliminar las 
sustancias tóxicas y el exceso de agua que el organismo no es capaz de eliminar de 
manera natural, todo ello evitando la eliminación de moléculas esenciales. Como se 
observa en la Figura 4, para llevar a cabo la técnica, se coloca un catéter en el abdomen 














Figura 4-Representación esquemática del tratamiento de diálisis peritoneal. Imagen modificada de 
http://www.renalis.com. 
En condiciones normales, la cavidad peritoneal presenta unos 10 ml de líquido y 
está delimitada por la membrana peritoneal o peritoneo, que es en una membrana 
serosa continua que se comporta como una membrana semipermeable y tiene una 
superficie de 1-2 m2. La membrana peritoneal cubre las vísceras abdominales en su cara 
interna, también conocida como peritoneo visceral, mientras que su cara externa está 
delimitada por la superficie interna de la pared abdominal y recibe el nombre de peritoneo 
parietal (18). 
A través del catéter se introduce el líquido de diálisis (LD) al interior de la cavidad 
peritoneal. Este líquido presenta  una composición determinada que va a crear un 
gradiente osmótico a través del peritoneo desde la sangre hacia el LD, permitiendo así el 
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intercambio de solutos y agua (Figura 5). A este intercambio se le conoce con el nombre 
de ultrafiltración. Tras un tiempo de permanencia en la cavidad peritoneal suficiente 
para que el intercambio tenga lugar, el LD es drenado, eliminándose así los productos de 











Figura 5-Esquema del proceso de ultrafiltración. Las toxinas y productos de desecho cruzan la membrana peritoneal 
hacia la cavidad peritoneal para ser drenados posteriormente. Imagen modificada de www.renalis.com. 
3.2. TIPOS DE DIÁLISIS PERITONEAL 
Hay dos modalidades de DP: 
a) Diálisis peritoneal continua ambulatoria (DPCA): se introduce un volumen 
aproximado de 2 L de LD en la cavidad peritoneal del paciente a través de un 
catéter. La solución dialítica ha de ser cambiada de 3 a 4 veces al día, con un 
tiempo de permanencia entre 2 y 10 horas, tras lo cual es drenada durante unos 30 
minutos. 
b) Diálisis peritoneal automatizada (DPA): También se la denomina Diálisis 
Peritoneal Cíclica Continua (DPCC). El paciente se conecta a una máquina 
denominada cicladora que realiza varios intercambios durante la noche. El aparato 
está programado por los especialistas según las necesidades del paciente, y va 
realizando la diálisis de manera automática. 
El método a utilizar dependerá de las preferencias del paciente, su estilo de vida y su 
estado de salud, siendo posible también utilizar una combinación de los dos métodos. En 
ambos casos, la DP permite a los pacientes una mayor libertad para realizar actividades 
LD con productos de 
desecho drenados de 









cotidianas que la hemodiálisis, puesto que es el propio paciente el encargado de la 
realización del tratamiento (19).  
3.3. EL TEST DE EQUILIBRIO PERITONEAL 
El test de equilibrio peritoneal o PET (del inglés, Peritoneal Equilibration Test) es 
una prueba que se realiza periódicamente a los pacientes en DP para evaluar la 
funcionalidad del peritoneo. Esta prueba fue estandarizada por Twardowski en el año 
1987  y permite evaluar la relación entre las concentraciones de urea y creatinina en el 
LD y el plasma (D/P urea o D/P creatinina) a lo largo de un intercambio de 4 horas de 
permanencia (20). Para este intercambio se utilizan LD con concentraciones de glucosa 
de 3,86%, descartándose alteraciones en la función peritoneal si al cabo de 4 horas se 
obtiene una ultrafiltración mayor de 400 ml (21).  
Aproximadamente un mes después de comenzar con los intercambios de diálisis, se 
lleva a cabo un primer PET, que permite categorizar a los pacientes según las 
características basales de su peritoneo. Esta clasificación se lleva a cabo según la rapidez 
del transporte de solutos y el grado de ultrafiltración de la membrana, y permite optimizar 
la planificación del tratamiento dialítico de manera individual. Así, el análisis PET 
permite realizar una primera clasificación de los pacientes en transportadores rápidos, 
medios-altos, medios-bajos y lentos. En la Tabla 2 se muestra un resumen de los tipos de 
transporte. A partir de este momento, el PET se realiza anualmente o tras cualquier 
acontecimiento inflamatorio para así evaluar y monitorizar el funcionamiento de la 
membrana peritoneal a lo largo del tiempo (22).  
 
Tabla 2-Tipos de transporte y de diálisis recomendada para cada caso. D/P creatinina: Valor de 
depuración de creatinina (Creatinina en orina/Creatinina en plasma sanguíneo/Volumen urinario). DPCA: 
Diálisis peritoneal continua ambulatoria. DPA: Diálisis peritoneal automatizada. Tabla modificada de 











Alto/Rápido 1,03-0,82 Bajo Alto DPA 
Medio-Alto 0,81-0,65 Bajo-Medio Elevado DPA o DPCA 
Medio-Bajo 0,64-0,50 Medio-Alto Adecuado DPCA o DPA 
Bajo/Lento 0,49-0,34 Alto Limitado DPCA o DPA con intercambio diurno 
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Además de clasificar a los pacientes según su tipo de transporte, también se pueden 
clasificar según el tiempo que llevan en DP. Así, consideramos que los pacientes son 
incidentes cuando llevan un número de meses inferior a 4 en DP; mientras que 
denominamos pacientes prevalentes, a los que están sometidos a tratamiento durante más 
de 4 meses. 
3.4. BIOINCOMPATIBILIDAD DE LOS LÍQUIDOS DE DIÁLISIS 
Los líquidos de DP son soluciones estériles que van a permitir el intercambio de 
agua y solutos durante la DP. El intercambio depende en gran medida de la composición 
de las soluciones utilizadas, que varía según el tipo de líquido y el fabricante. 
Fundamentalmente, las soluciones dializantes contienen agua, electrolitos, un tampón y 
un agente osmótico (Tabla 3).  
• El agente osmótico: permite el balance negativo de fluidos y por tanto la 
ultrafiltración. En su ausencia, las soluciones de diálisis se reabsorberían en su mayor 
parte durante los intercambios. La glucosa es el agente osmótico más comúnmente 
empleado, pero también se utilizan otros, como la icodextrina y los aminoácidos. El 
uso de estas alternativas a la glucosa no evita por completo su utilización como 
agente osmótico, ya que la icodextrina y los aminoácidos solamente se pueden 
emplear en un intercambio diario. La concentración de glucosa varía según el 
fabricante y oscila entre 1,36 y 4,25%, lo que genera una osmolaridad de 345 a 511 
mOsm/l. Las concentraciones más altas de glucosa obtienen una mayor 
ultrafiltración, pero también potencian los efectos adversos de la técnica, por lo que 
su uso está muy limitado (24).  
• Tampón: se emplea para el mantenimiento del pH de los líquidos. 
Convencionalmente se utiliza el lactato como tampón, pero también se puede usar en 
combinación con bicarbonato, o bicarbonato solo. En los dos últimos casos, la bolsa 
que contiene al LD ha de ser bicameral para evitar la precipitación de sales como 
consecuencia del contacto del bicarbonato con el calcio y el magnesio (24). 
• Electrolitos: Se utilizan para el mantenimiento del equilibrio hidroelectrolítico. Su 






Tabla 3-Composición de los líquidos de DP. Tabla modificada de Castillo et al., 2018 (24). 






Lactato 0-40 mM 
Lactato/Bicarbonato 0-40 mM/0-39 mM 
Bicarbonato 0-39 mM 
Electrolitos 
Na+ 132-134 mM 
Cl- 95-105 mM 
Ca++ 1,25-1,75 mM 
Mg++ 0,25-0,75 mM 
Agua   
 
La biocompatibilidad se define como la capacidad de una técnica o sistema de 
cumplir su función sin generar una respuesta adversa clínicamente significativa en el 
huésped. Se ha demostrado que el contacto del LD con la membrana peritoneal puede 
provocar en ella, a largo plazo, una serie de alteraciones estructurales que pueden afectar 
a su capacidad dializante. Esto es debido fundamentalmente a la bioincompatibilidad de 
las soluciones dializantes, que viene determinada por su glucotoxicidad, la esterilización 
por calor, el pH bajo y el daño mecánico debido a la propia instilación del líquido en la 
cavidad peritoneal. 
3.4.1. La glucotoxicidad 
La mayoría de los LD utilizan la glucosa como agente osmótico, cuya 
concentración debe superar de 15 a 40 veces las concentraciones fisiológicas para generar 
un gradiente. Esto se traduce en que los pacientes en DP están expuestos al equivalente de 
40 kg de glucosa al año (25). Esta exposición conlleva un aumento de la absorción de 
glucosa que causa el síndrome conocido como MIA (malnutrición, inflamación y 
arteriosclerosis). Además, el contacto con las soluciones glucosadas contribuye  al 
desarrollo de alteraciones funcionales y estructurales en el peritoneo.  
3.4.2. La esterilización por calor 
Generalmente, la esterilización de los LD se realiza por calor, lo que requiere un pH 
ácido con el objeto de evitar la caramelización de la glucosa que contienen como agente 
osmótico.  
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La esterilización por calor provoca que parte de la glucosa se transforme en 
productos de degradación de la glucosa (GDPs, del inglés, Glucose Degradation 
Products), que también se producen durante el almacenamiento de los líquidos si están 
expuestos a la luz (26). Los GDPs se forman inicialmente por deshidrataciones sucesivas 
de la molécula de glucosa, lo que origina moléculas más pequeñas, como el 3,4-
Dideoxiglucosona-3-eno (3,4-DGE), el compuesto más tóxico, cuya formación depende 
del aumento de temperatura. La glucosa y los GDPs son los principales agentes causantes 
de la inflamación peritoneal. 
A su vez, los GDPs promueven la formación de productos de glucosilación 
avanzada (AGEs, del inglés, Advanced Glycation End Products) que se forman como 
resultado de la reacción química entre un carbohidrato reducido y un aminoácido o 
nucleótido. Por ello, tanto la glucosa como los GDPs pueden unirse a los grupos amino 
libres alterando la estructura de la matriz extracelular mediante la glucosilación de las 
fibras de colágeno, que las hacen menos solubles y más resistentes a la degradación 
provocando una mayor rigidez y grosor de la matriz (26). 
3.4.3. El pH bajo 
El pH bajo (en torno a 5.5) se utiliza fundamentalmente para evitar en la medida de 
lo posible la degradación del azúcar durante la esterilización del LD, característica que lo 
hace más bioincompatible (27). 
Por último, es posible que la propia instilación del LD al interior de la cavidad 
peritoneal produzca un daño mecánico, que provoque una descamación de las células de 
la membrana peritoneal. 
3.4.4. Consecuencias de la bioincompatibilidad 
Las características que hacen que los LD sean bioincompatibles son las causantes 
del daño que sufre la membrana peritoneal durante el tratamiento en DP. La exposición 
crónica del peritoneo a estos líquidos, además de otras posibles agresiones, como las 
infecciones o los sangrados locales, pueden conducir a un proceso inflamatorio crónico 
de bajo grado, que a su vez deriva en cambios estructurales tales como la angiogénesis 
(formación de nuevos vasos sanguíneos) y la fibrosis como consecuencia de la 
transición epitelio-mesenquimal que sufren las células que revisten el peritoneo (28). La 




dializante de la membrana peritoneal denominado fallo de membrana o fallo de 
ultrafiltración. Esta disfunción del peritoneo está asociada con un incremento de la tasa 
de transporte de solutos de pequeño tamaño, y en muchos casos, deriva en el fracaso de la 
técnica (29). Por ello, preservar la integridad de la membrana peritoneal es de vital 
importancia para permitir aumentar la durabilidad de sus características dializantes y así 
prolongar el tiempo que los pacientes pueden ser tratados con DP. 
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4. ALTERACIONES DEL PERITONEO DURANTE LA DIÁLISIS 
PERITONEAL 
4.1. ESTRUCTURA DE LA MEMBRANA PERITONEAL 
El peritoneo es una membrana serosa  que envuelve total o parcialmente las 
vísceras abdominales (Figura 6A) y les brinda sostén mediante pliegues denominados 
mesos, epiplones y ligamentos. La mayoría de los órganos abdominales se adhieren a la 
pared abdominal mediante un repliegue de peritoneo denominado mesenterio, a través del 
cual discurren vasos sanguíneos, linfáticos y nervios. Otra estructura presente en el 
peritoneo es el epiplón, que también recibe el nombre de omento (Figura 6B), y consiste 
en un pliegue de peritoneo cuya función es dar sostén y fijar el estómago a la pared 













Figura 6-Estructura del peritoneo. A.-Representación esquemática del peritoneo recubriendo el abdomen y la pelvis. 
B.-Ejemplo de peritoneo de sostén, que une el estómago con el colon recubriendo parte del intestino grueso, 
denominado omento o epiplón mayor. Imágenes modificadas de https://es.slideshare.net/featured/category/health-
medicine. 
El peritoneo presenta una estructura simple formada por una monocapa de células 
mesoteliales con morfología epitelial, que delimita una zona compacta de tejido conectivo 
laxo denominado tejido submesotelial, que a su vez se encuentra sobre una capa de tejido 
muscular (Figura 7). Las células mesoteliales que conforman la monocapa presentan 
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fosfoacetilcolina con el objeto de lubricar la superficie facilitando el movimiento de las 
vísceras abdominales (31, 32).  
El tejido conectivo subyacente, está formado por colágeno y fibras elásticas, y en él 
podemos encontrar fibroblastos, mastocitos y macrófagos. Además, la membrana 
peritoneal es una estructura vascularizada, que presenta en el tejido conectivo numerosos 
vasos sanguíneos y linfáticos. En el caso del peritoneo visceral la circulación procede de 
las arterias mesentéricas y se dirige a la vena porta, mientras que en el peritoneo parietal, 














Figura 7-Estructura esquemática del peritoneo. Imagen modificada de González-Mateo et al., 2016 (33). 
La cavidad peritoneal en un individuo sano contiene de 7-12 millones de células, de 
las cuales el 90% son células mesoteliales, un 7% aproximadamente son linfocitos y el 
resto se corresponde con neutrófilos.  
4.2. EL PAPEL DE LA CÉLULA MESOTELIAL  
La membrana peritoneal constituye la barrera que atraviesan las toxinas y el líquido 
durante el proceso de DP. Como se indicó previamente, tanto la membrana peritoneal 
como los órganos que se alojan en ella, están revestidos por células mesoteliales de 
carácter epitelial. El papel de estas células en la patogénesis de los cambios estructurales 
y funcionales que sufre el peritoneo durante la DP es indudable, puesto que representa la 













DP, así como los episodios de infecciones bacterianas o fúngicas, se consideran los 
principales factores que desencadenan el deterioro de la membrana peritoneal (35). Como 
respuesta, las células mesoteliales y los macrófagos reclutan células inflamatorias como 
fagocitos mononucleares, linfocitos y neutrófilos. A su vez, estas células participan en la 
respuesta inflamatoria produciendo un gran número de citoquinas proinflamatorias (IL-
1ß, IL-6, IL-8 y TNF-α), factores de crecimiento como el Factor de Crecimiento 
Transformante ß (TGFß, del inglés, Transforming Growth Factor ß) y quimioquinas 
(MPC-1, del inglés, Monocyte Chemoattractant Protein-1) (36). Así, el contacto con los 
LD provoca en el peritoneo un estado de inflamación crónica que prolongado en el 
tiempo, puede desencadenar procesos fibróticos (37) y angiogénicos (38). 
Se ha demostrado que en respuesta a los LD la célula mesotelial sufre un proceso 
denominado transición epitelio-mesenquimal (TEM) que será descrito con más 
profundidad en el apartado 4.4. A grandes rasgos, esta transformación constituye el 
primer paso del proceso de fibrosis peritoneal, y se caracteriza por la pérdida de la 
estructura en monocapa, acompañada por un aumento de la presencia de células con 
morfología fibroblástica capaces de expresar marcadores mesenquimales que reciben el 
nombre de miofibroblastos. El aumento de fibroblastos en la zona submesotelial, 
incrementa la producción de matriz extracelular, así como la expresión de TGFß 
(molécula clave en el proceso de TEM) y del Factor de Crecimiento Endotelial Vascular 
(VEGF, del inglés, Vascular Endotelial Growth Factor), citocina proangiogénica que 
induce la proliferación del endotelio vascular aumentando la permeabilidad de la 
membrana (39).  
Las alteraciones que sufre la membrana peritoneal como consecuencia de la 
exposición al LD van a determinar las modificaciones tisulares que alteran el transporte a 
través de ella. En este sentido, la fibrosis se traduce a nivel funcional por un alto 
transporte de pequeños solutos acompañado de un aumento de la permeabilidad capilar o 
vasodilatación en las fases iniciales de la diálisis. El tratamiento de DP a largo plazo 
provoca otras alteraciones vasculares como la angiogénesis, sobre todo en pacientes con 
fallo renal tardío. Estas alteraciones son la causa principal de la pérdida de la capacidad 




4.3. EL ESTRÉS OXIDATIVO Y LA RESPUESTA INFLAMATORIA 
Se define como estrés oxidativo al desequilibrio entre agentes oxidantes y 
antioxidantes en el organismo a favor de los primeros, ya sea por un incremento de la 
producción de especies reactivas de oxígeno (ROS, del inglés, Reactive Oxygen Species), 
por un déficit en las defensas antioxidantes encargadas de eliminarlas o por fallos en los 
mecanismos de reparación de daño oxidativo. Los radicales libres son especies químicas 
que en su estructura atómica presentan un electrón desapareado o impar en el orbital 
externo, provocando que sean muy reactivos. Por este motivo, tienen una vida media 
corta y actúan próximos al lugar en el que se generan produciendo un daño celular 
denominado daño oxidativo al interactuar con las moléculas del organismo (40). Los 
radicales libres se originan durante diferentes procesos, entre los que destaca el transporte 
electrónico a través de la cadena respiratoria mitocondrial (CRM). A nivel fisiológico, 
intervienen en procesos de señalización celular que regulan, entre otras, la quimiotaxis, la 
fagocitosis, la síntesis de colágeno y de prostaglandinas, y la activación de enzimas de 
membrana celular, entre otras funciones (41). 
Los ROS incluyen en su clasificación a los radicales libres y a otras especies no 
radicálicas capaces de reaccionar elevando la presencia de agentes prooxidantes. Los 
ROS inorgánicos más importantes son el oxígeno molecular (O2), el radical-anión 
superóxido (O2
-), el radical hidroxilo (HO-) y su precursor inmediato el peróxido de 
hidrógeno (H2O2). De los secundarios u orgánicos, destacan el radical peroxilo (ROO-), el 
hidroperóxido orgánico (ROOH) y los lípidos peroxidados. Los ROS se originan durante 
las reacciones metabólicas, pero también por exposición a agentes externos, tales como 
las radiaciones ionizantes, la luz ultravioleta o el humo del tabaco (42). La producción 
incontrolada de estas especies daña las macromoléculas (lípidos, proteínas, hidratos de 
carbono y ácidos nucleicos) y altera multitud de procesos celulares, entre los que se 
encuentran la funcionalidad de las membranas, producción de enzimas, respiración 
celular e inducción de la expresión de genes, entre otros (43). 
Se ha demostrado que los pacientes en DP presentan un incremento en los niveles 
de estrés oxidativo, observándose un aumento significativo de los ROS generados por las 
células mesoteliales peritoneales humanas en respuesta a altas concentraciones de glucosa 
(44). Cabe recalcar que gran parte de los ROS que contribuyen al estado de estrés 
oxidativo, tienen su origen durante el metabolismo mitocondrial, por lo que resulta 
interesante entrar más en detalle con este orgánulo, como se verá en el apartado 5. 
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Finalmente, los GDPs, así como los AGEs y el estrés hipertónico, contribuyen al aumento 
del estrés oxidativo, que produce un trastorno de los sistemas fisiológicos que mantienen 
la homeostasis dando lugar a un estado inflamatorio (45, 46). En este sentido, el estrés 
oxidativo está estrechamente relacionado con la inflamación. 
La inflamación es una respuesta local a un daño o infección que ha de estar 
regulada de manera precisa, ya que un defecto o exceso en la respuesta inflamatoria 
puede tener consecuencias mortales. Si el proceso inflamatorio no se resuelve o la 
presencia de un agente extraño al organismo persiste y el sistema inmune no es capaz de 
eliminarlo, se desarrolla el estado de inflamación crónica (47). 
En el caso de los pacientes en DP, el LD que se introduce en la cavidad peritoneal 
de manera continuada es el agente extraño que el organismo no puede combatir, y por 
ello, es común observar signos de un grado de inflamación bajo pero sostenido a lo largo 
del tiempo incluso en pacientes estables clínicamente. Este proceso ha de ser controlado, 
ya que los signos de inflamación son potentes predictores de la mortalidad en pacientes 
en DP (48, 49).  
Como se ha mencionado en apartados anteriores, la composición de los LD y su 
esterilización hace que se produzcan GDPs, que generan en el peritoneo una respuesta 
inflamatoria aumentando la expresión de citoquinas, además de inhibir la proliferación 
celular e inducir apoptosis (50).  Las citoquinas son proteínas de bajo peso molecular y 
vida corta que median la transmisión de señales intercelulares. Se pueden clasificar en 
varios grupos, como las interleuquinas (IL), los factores de necrosis tumoral (TNF, del 
inglés, Tumor Necrosis Factor), los interferones (IFN), los factores estimuladores de 
colonias (CSF, del inglés, Colony Stimulating Factor) o las quimioquinas. Dos de las 
citoquinas predominantes en la respuesta inflamatoria son la IL-1ß y el TNF-α, aunque 
durante el proceso también se generan otras citoquinas claves como la IL-6 (51). Se ha 
observado un aumento de la expresión de esta proteína en la respuesta inflamatoria que 
tiene lugar en el peritoneo, que viene acompañada del aumento de otras sustancias, como 
es el caso de la quimioquina IL-8 (50). Además, se ha asociado el incremento en la 
expresión de TNF-α con un aumento de la síntesis de VEGF, principal inductor de la 
angiogénesis, es decir, de la formación de nuevos vasos sanguíneos a partir de otros 
preexistentes (52). Este proceso normalmente está inhibido, pero se activa durante la 




peritoneo de pacientes en DP, la síntesis de VEGF es inducida por los GDPs y el 
ambiente microinflamatorio que se mantiene durante el tratamiento, pudiendo promover 
la formación de nuevos vasos sanguíneos. La contrapartida funcional de este proceso, es 
el aumento de la capilaridad, que a su vez incrementa la permeabilidad vascular de la 
membrana peritoneal disminuyendo su capacidad de ultrafiltración. Si el proceso continúa 
y aumenta la angiogénesis, esto puede acabar derivando en un fallo de ultrafiltración, 
provocando el fracaso de la técnica de DP (53-55). Además, los GDPs derivados de la 
glucosa de los LD, también pueden inducir apoptosis en las células mesoteliales 
peritoneales, facilitando que se produzca el proceso de TEM y contribuyendo al fallo de 
ultrafiltración (56) (Figura 8). 
 
 
Figura 8-Resumen de los mecanismos de la toxicidad peritoneal de la glucosa. Imagen modificada de Holmes et al., 
2000 (57). 
 
Como ya se ha visto, los GDPs producidos durante la esterilización y 
almacenamiento de los LD promueven la formación de AGEs. Las células presentes en el 
peritoneo cuentan en su superficie con receptores denominados RAGEs para estos 
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compuestos, que al unirse a los AGEs forman el complejo AGEs-RAGE. Esta unión 
juega un papel fundamental en el envejecimiento del peritoneo, ya que  puede inducir la 
expresión de la enzima ciclooxigenasa-2 (COX-2) y de su producto enzimático, la 
prostaglandina E2 (PGE2), ambas implicadas en la patogénesis de múltiples 
enfermedades inflamatorias (58). La formación del complejo AGEs-RAGE también 
incrementa el estrés oxidativo, que puede activar el factor nuclear Kappa B (NF-κB, del 
inglés, Nuclear factor Kappa B) provocando un incremento de la expresión de citoquinas 
proinflamatorias, perpetuando así la respuesta inflamatoria (59). 
4.3.1. NF-κB 
El complejo NF-κB es un factor de transcripción capaz de regular la expresión de 
múltiples genes que codifican para citoquinas y otros mediadores inflamatorios. Por tanto, 
es uno de los principales reguladores de la respuesta inflamatoria e inmune, aunque 
también está implicado en procesos de adhesión celular, diferenciación, proliferación, 
autofagia, senescencia y apoptosis (60).  
El complejo NF-κB está compuesto por diferentes subunidades, que pertenecen a 
cinco subfamilias denominadas NF-κB1 (p105 y p50), NF-κB2 (p100 y p52), RelA (p65), 
RelB y c-Rel. En condiciones basales, el complejo se encuentra en el citoplasma, 
bloqueado por la unión de p65 u otras subunidades con IKBα, que se degrada vía 
proteosoma cuando es fosforilado por la quinasa IKB (IKK). Si el complejo es 
desbloqueado, se transloca al núcleo, donde puede activar la transcripción de genes 
implicados en la respuesta inflamatoria, o en otros procesos como la migración o los 
previamente mencionados (61). NF-κB puede ser activado por diferentes estímulos, 
incluyendo el estrés oxidativo, los lipoporisacáridos bacterianos o las citoquinas, y 
dependiendo del tipo de estímulo se definen dos cascadas de señalización, la ruta clásica 
o canónica, y la vía alternativa o no canónica. Así, la activación se lleva a cabo por vía 
canónica si tiene lugar por la estimulación de receptores de IL-1 o TNF-α, mientras que si 
se activa por el receptor RANK o por CD40 la activación se lleva a cabo por la vía 
alternativa (62, 63).  
Alteraciones en la actividad NF-κB o de factores que actúan sobre él se han 
asociado a procesos patológicos, observándose un fallo en la cascada de señalización en 
la inflamación crónica, el cáncer, la artritis, el asma, las enfermedades neurodegenerativas 




sobreexpresión de receptores TLR4, que induce la producción de TNF-α y de citoquinas 
proinflamatorias activando NF-κB, lo que provoca la degradación de proteínas en el 
músculo esquelético y la atrofia (64).  
En el ámbito de la DP, estudios realizados en pacientes urémicos, mostraron que la 
expresión de NF-κB era superior en el grupo que se encontraba en tratamiento con DP al 
compararlo con el grupo predialítico, no observándose ninguna expresión en el grupo 
control (65). Otros estudios, muestran que la inflamación que se produce en las células 
mesoteliales peritoneales humanas en respuesta a la exposición a altas concentraciones de 
glucosa también tiene lugar mediante la ruta de señalización TLR4/NF-κB (66). Estos 
resultados evidencian la implicación del factor NF-κB en el daño peritoneal que sufren 
los pacientes tratados con DP, y por tanto, los inhibidores de esta ruta podrían ser una 
buena opción terapéutica. En otras enfermedades se ha demostrado el efecto 
antiinflamatorio de su inhibición, observando como consecuencia una reducción de la 
expresión de citoquinas proinflamatorias como TNF-α, IL-1ß e IL-6 (67). Este efecto, 
también se ha observado al inhibir la translocación del complejo al núcleo en macrófagos 
peritoneales (68). Además, otros estudios muestran que algunos compuestos de origen 
natural, como el timol, reducen la respuesta inflamatoria inducida por LPS a través de la 
supresión de la ruta de señalización NF-κB en células mesoteliales peritoneales humanas 
(69). Asimismo, la disminución del estrés oxidativo y la inhibición de la activación de 
NF-κB reducen las alteraciones en la permeabilidad del peritoneo en un modelo animal de 
ascitis. Aunque por el momento no se han realizado demasiados estudios sobre el papel 
de NF-κB en el ámbito de la DP, los resultados obtenidos hasta ahora apuntan a que juega 
un papel importante en la alteración peritoneal durante el tratamiento. 
4.3.2. COX-2 y PGE2 
Las ciclooxigenasas (COX) son enzimas que catalizan el metabolismo del ácido 
araquidónico a prostaglandinas (PGs). Hoy en día se conocen tres isoenzimas en 
mamíferos, denominadas COX-1, COX-2 y COX-3. Mientras que COX-1 y COX-3 se 
expresan de manera constitutiva, COX-2 es una enzima inducible en respuesta a 
citoquinas proinflamatorias o factores de crecimiento, por lo que juega un papel crucial 
en la respuesta inflamatoria. De hecho, los fármacos antiinflamatorios no esteroideos 
convencionales como el ibuprofeno, ejercen su función actuando mediante la inhibición 
de la expresión de COX-2 (70). Así, durante la respuesta inflamatoria, las citoquinas IL-
1ß y TNF-α, provocan un incremento de la expresión de COX-2, y en consecuencia, de la 
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expresión de PGE2 (71). A nivel molecular, la enzima COX-2 ejerce su función 
catalizando la síntesis del intermediario PGH2, que se va a transformar en PGE2 gracias a 
las enzimas citosólicas PGE2 sintasa 1 y 2. Una vez sintetizada, PGE2 puede activar sus 
receptores específicos de membrana EP1-4 provocando la liberación de calcio intracelular 
(72).  
En modelos animales de DP, se mostró que tanto el estrés osmótico como la 
exposición a la glucosa inducen la expresión de COX-2 en células peritoneales de rata 
(73). Otros estudios revelaron una correlación positiva entre COX-2 y el la expresión de 
marcadores mesenquimales, poniendo de manifiesto su incremento durante la fibrosis. 
Además, se observó que el incremento en la expresión de COX-2 era todavía mayor en 
las células de pacientes expuestos a LD convencionales, que utilizan la glucosa como 
agente osmótico. Asimismo, también se ha demostrado ex vivo que existe una correlación 
significativa entre COX-2 y el coeficiente de transferencia de masas de creatinina, por lo 
que la expresión de esta ciclooxigenasa durante la fibrosis, puede estar jugando un papel 
importante en la respuesta inflamatoria que da lugar al deterioro de la membrana 
peritoneal en pacientes en DP. Por último, al administrar fármacos inhibidores de COX-2 
en modelos animales de DP, como el Celecoxib, se observó un descenso de la 
inflamación peritoneal acompañado de  una disminución de la angiogénesis y la fibrosis, 
preservando así la capacidad  de ultrafiltración de la membrana peritoneal (74, 75).  
4.3.3. IL-8 
La IL-8 es una quimioquina de bajo peso molecular codificada por el gen CXCL8 
que presenta propiedades quimiotácticas al unirse a sus receptores transmembrana. Tras 
la unión, actúa reclutando y activando linfocitos, neutrófilos, y otros tipos celulares (tales 
como monocitos, basófilos y eosinófilos) al lugar en el que se origina la señal, 
amplificando así la respuesta inflamatoria (76). Además de las propiedades 
proinflamatorias también se le han atribuido propiedades angiogénicas (77), fibróticas 
(78) y de crecimiento tumoral (79). La implicación de este tipo de moléculas se ha puesto 
de manifiesto en diversos procesos inflamatorios como el síndrome de dificultad 
respiratoria, el asma, la psoriasis y otros desórdenes inflamatorios crónicos (80). En el 
contexto de la DP, las células mesoteliales peritoneales humanas producen niveles altos 
de IL-8 en respuesta a citoquinas como la IL-1ß y el TNF-α, probándose así la 




cavidad peritoneal en pacientes en DP. Así, la sobreexpresión de IL-8 en el estroma 
peritoneal podría estar relacionada con la activación de genes implicados en la 
inflamación, angiogénesis y quimiotaxis (81, 82). 
El elevado estado de estrés oxidativo, junto con la inflamación desencadenada por 
la sobreexpresión de IL-1ß y de TNF-α, puede acabar provocando una respuesta 
fibrogénica en el peritoneo de los pacientes en DP (37, 46).  
4.4. LA TRANSICIÓN EPITELIO-MESENQUIMAL Y LA FIBROSIS  
Se ha demostrado que en respuesta a la DP la célula mesotelial peritoneal responde 
perdiendo su fenotipo epitelial, adquiriendo características miofibroblásticas mediante el 
ya mencionado proceso de transición epitelio-mesenquimal (TEM) (83, 84). La TEM 
es esencial durante la embriogénesis, el desarrollo de órganos y la cicatrización de 
heridas, pero también está asociada a eventos patológicos, tales como el cáncer y la 
fibrosis (85). Como se explicó anteriormente, las células mesoteliales en un peritoneo 
sano presentan morfología epitelial y se disponen formando una monocapa. 
Posteriormente, como consecuencia de la exposición a los LD, incluso en sus fases más 
tempranas, se observa tanto in vivo como ex vivo una pérdida paulatina de su morfología 
cuboide típica. La instilación del LD a la cavidad peritoneal puede contribuir al proceso 
produciendo una denudación mecánica de las células mesoteliales. Si el contacto del LD 
con el peritoneo continúa, se observa un incremento de las citoquinas inflamatorias y de 
los factores profibróticos, como el TGFß 1, que puede inducir una TEM completa dando 
lugar a la fibrosis y al fallo de ultrafiltración como consecuencia final (34).  
La transformación que sufren las células durante el proceso de TEM, se caracteriza 
por un incremento de la expresión de Snail, además de un aumento en los niveles de otros 
factores de transcripción, como ZEB y Twist, que controlan la reprogramación molecular 
de la TEM (86). En este sentido, Snail es un represor de la transcripción del marcador 
epitelial E-cadherina, una molécula de adhesión intercelular que desempeña un papel 
clave en el control de la TEM, puesto que la pérdida de su expresión está correlacionada 
con la capacidad de las células epiteliales para adoptar una morfología invasiva y 
migratoria típicamente mesenquimal (87). Estructuralmente, esto se traduce en la pérdida 
de las uniones intercelulares y la reorganización del citoesqueleto que conforma el 
peritoneo (Figura 9). A nivel molecular, la TEM se caracteriza por un incremento de la 
expresión de los marcadores mesenquimales, como es el caso de la fibronectina, 
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vimentina, N-cadherina y α-SMA; mientras que la expresión de los marcadores 
epiteliales como la E-cadherina se ve disminuida cuando tiene lugar (88).  
Figura 9-Principales cambios en las células mesoteliales humanas durante la transición epitelio-mesenquimal. En 
la parte superior de la imagen se describen los cambios estructurales que tienen lugar a lo largo del proceso. En la parte 
inferior se observan los principales marcadores epiteliales y mesenquimales. Sobre la flecha se muestran los principales 
inductores de la TEM, mientras que bajo la flecha se nombran los inhibidores del proceso. Imagen modificada de 
Kalluri et al.,2009 (88). 
 
Se ha visto que el estrés oxidativo podría jugar un papel importante en el aumento 
de la síntesis de fibronectina por parte de las células mesoteliales del peritoneo en 
humanos (89). Sin embargo, tanto el papel de los ROS en el aumento de la expresión de 
esta molécula asociada a la fibrosis peritoneal, como el mecanismo molecular por el cual 
las altas concentraciones de glucosa inducen los ROS no está claro todavía.  
El factor de crecimiento TGFß 1 ha sido identificado como un mediador clave en el 
proceso de TEM tanto in vitro (90) como in vivo (91) ejerciendo su efecto sobre varios 
miembros de la familia de las MAP-kinasas (MAPKs), incluyendo TAK-1 (92), p38 (93) 
y JNK kinasa (94). A su vez, estos efectores están mediados por dos mecanismos 
independientes: uno Smad-3 dependiente y otro Smad-3 independiente (95). En relación 
con la DP, se ha observado un incremento en los niveles del factor de crecimiento TGFß 
1 en los dializados peritoneales de pacientes, pero todavía se desconoce el mecanismo 



















































mediante el cual la exposición al LD inicia la TEM. Asimismo, existe una estrecha 
relación entre los procesos fibróticos e inflamatorios, habiéndose observado que 
citoquinas proinflamatorias clave tales como la IL-1ß o el TNF-α inducen un incremento 
de la expresión peritoneal de TGFß en un modelo animal provocando la fibrosis de las 
células que revisten el peritoneo (96). 
Como se ha comentado en apartados anteriores, la glucosa es el principal agente 
osmótico de los LD, lo que les confiere el carácter glucotóxico. En base a este precedente, 
análisis in vivo han mostrado un aumento de la expresión de TGFß y de fibronectina en 
respuesta a altas concentraciones de glucosa en las células peritoneales, contribuyendo al 
desarrollo de la fibrosis en la zona (97). Además, estudios in vivo muestran un incremento 
de VEGF por parte de estas células en contacto con LD con altas concentraciones de 
glucosa, lo que podría agravar la patogenia peritoneal al provocar un aumento de la 
angiogénesis y en consecuencia la pérdida de la capacidad de ultrafiltración del 
peritoneo (98). También se han observado fenómenos de oncosis y apoptosis por la 
exposición de las células peritoneales a la glucosa, lo que favorecería su desprendimiento 
del propio peritoneo (44).  
Los GDPs también tienen la capacidad de inducir el proceso de TEM, 
contribuyendo a alterar la estructura de la membrana peritoneal. Tanto estudios in vitro 
como ex vivo han demostrado que el contacto de las células peritoneales con GDPs da 
lugar a una disminución de la expresión del marcador epitelial E-cadherina, acompañada 
de un aumento de la expresión del factor de crecimiento TGFß 1 y del marcador 
mesenquimal fibronectina. Además, la exposición a GDPs podría incrementar a su vez la 
expresión de colágeno I y del factor proangiogénico VEGF (99, 100).  
Para finalizar, la formación de AGEs también tiene la capacidad de inducir la TEM 
de las células peritoneales (101). El complejo AGEs-RAGE conformado por la unión de 
los AGEs a sus receptores desencadenaría la respuesta inflamatoria estimulando la 
generación de ROS. En este proceso están implicadas la activación de las MAPks y la 
activación de rutas de transducción de señal como la del NF-κB (58). Del mismo modo, 
la unión del ligando al receptor puede incrementar la expresión del factor de crecimiento 
TGFß 1 y la metaloproteinasa de matriz 9 (MMP-9) conduciendo a las células al proceso 
de TEM cuya consecuencia final sería la fibrosis. La expresión de VEGF se puede ver 
también aumentada por la unión de los AGEs a sus receptores, provocando la generación 
de nuevos vasos sanguíneos lo que conllevaría un aumento de la tasa de transporte de 
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pequeños solutos y como consecuencia, a una pérdida de la capacidad de ultrafiltración 
del peritoneo (102). Por tanto, el proceso fibrótico sería la consecuencia final de una 
reacción crónica inflamatoria. Por ello, la prevención de la inflamación podría prevenir a 
su vez la TEM, y así mejorar la fibrosis y preservar la integridad de la membrana 
peritoneal por más tiempo durante el tratamiento con diálisis. 
La fibrosis se define como una acumulación excesiva de matriz extracelular, 
colágeno y fibronectina alrededor de un tejido dañado,  y tiene lugar como consecuencia 
de una respuesta reparadora anómala. La acumulación excesiva de matriz extracelular va 
a originar una alteración en la arquitectura del órgano afectado, lo que conlleva un mal 
funcionamiento del mismo, pudiendo causar la muerte en caso de que tenga lugar en un 
órgano vital (103). La fibrosis en el peritoneo no sólo se origina mediante el proceso de 
TEM, sino que también puede tener lugar por activación de los fibroblastos locales. 
Los fibroblastos son un tipo celular que juega un papel central en la homeostasis 
tisular, realizando funciones especializadas en los diferentes órganos. En condiciones 
basales, se caracterizan por presentar una morfología fusiforme y localizarse en el tejido 
conectivo, pero durante la cicatrización de heridas o durante la fibrosis, se pueden activar 
convirtiéndose en miofibroblastos (Figura 10). 
 
 
Figura 10-Representación de los cambios estructurales que pueden tener lugar en el peritoneo como 
consecuencia de la exposición al LD. A la izquierda se observa la estructura de un peritoneo sano. Tras la exposición 
continuada al LD, se pierde la estructura en monocapa de las células mesoteliales, aumenta la presencia de 
miofibroblastos provocando un aumento del grosor de la matriz extracelular, y aumenta el número de vasos sanguíneos. 












Este nombre se debe a su similitud fenotípica con las células musculares lisas 
(miocitos). Los miofibroblastos tienen la capacidad de expresar α-SMA y su formación 
puede tener lugar en respuesta a estímulos como los factores de crecimiento, como es el 
caso del TGFß 1 (104). Estas células adquieren capacidades invasivas al activarse, 
alcanzando el estroma submesotelial, donde producen gran cantidad de matriz 
extracelular. Así, estudios de biopsias de la membrana peritoneal de pacientes en DP 
muestran claramente que el grosor de la zona compacta submesotelial aumenta 
progresivamente durante el tratamiento, lo que vendría reflejando el engrosamiento de la 
matriz extracelular (105). Bajo estas condiciones, los miofibroblastos incrementan el 
nivel de factores inflamatorios y angiogénicos en la zona, amplificando la comunicación 
con las células vecinas y promoviendo la inflamación y la fibrosis peritoneal. Cabe 
destacar la correlación existente entre la presencia in vitro de células mesoteliales con 
este aspecto y el fallo de membrana, lo que acentúa la importancia de este proceso en el 
deterioro de la membrana peritoneal y el fallo de la misma (29, 75, 106, 107). En este 
sentido, la prevención de la fibrosis podría retrasar el deterioro de la membrana peritoneal 
durante el tratamiento con diálisis, preservando su capacidad dializante y alargando la 
supervivencia de la técnica. 
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5. LA MITOCONDRIA 
La mitocondria es el orgánulo encargado de generar la mayoría de la energía en las 
células eucariotas, al transformar las moléculas ingeridas en energía en forma de adenosín 
trifosfato (ATP) mediante la cadena de transporte electrónico y el proceso de 
fosforilación oxidativa (108). La mitocondria está rodeada por una doble membrana, de 
manera que presenta una membrana mitocondrial interna y otra externa, entre las cuales 
se genera un espacio denominado espacio intermembrana. La membrana mitocondrial 
interna delimita la matriz mitocondrial y forma numerosos pliegues que reciben el 










Figura 11.-Esquema de la estructura de la mitocondria. Imagen obtenida de 
https://issuu.com/juditfrancogonzalez/docs/estructura_y_composici_n. 
 
En ella tiene lugar la cadena respiratoria mitocondrial, también denominada 
cadena de transporte electrónico. Durante la respiración, se transfieren electrones al 
oxígeno molecular a través de los cuatro complejos que forman parte de la cadena de 
transporte electrónico para generar finalmente agua y bombear protones al espacio 
intermembrana en el complejo I (NADH deshidrogenasa), III (citocromo c reductasa)  y 
IV (citocromo c oxidasa) (Figura 12). Este gradiente de protones es el que va a definir el 
potencial de membrana mitocondrial (ΔΨ) de la célula. El flujo de retorno de los protones 
a la matriz mitocondrial tiene lugar mediante el complejo ATP sintasa, que con la energía 
generada al transportar los protones a favor de gradiente, genera ATP a partir de adenosín 
difosfato y fósforo inorgánico. A este proceso se le conoce con el nombre de 






Figura 12-Esquema de la cadena de transporte electrónico y de la fosforilación oxidativa en la membrana 
mitocondrial. NAD=Nicotinamida adenina dinucleótido, FAD=flavín adenín dinucleótido, I=Complejo I NADH 
Deshidrogenasa, II=Complejo II Succinato ubiquinona reductasa, Q=Ubiquinona, III=Complejo III Citocromo c 
reductasa, Cit c=Citocromo c, IV=Complejo IV Citocromo c oxidasa, ADP=Adenosín difosfato, Pi=Fósforo 
inorgánico, ATP=Adenosín trifosfato. Imagen modifiada de https://es.khanacademy.org/science/biology/cellular-
respiration-and-fermentation/oxidative-phosphorylation/a/oxidative-phosphorylation-etc 
La mitocondria no es sólo la mayor productora de ATP, sino que también es uno de 
los mayores productores de ROS, que se originan fundamentalmente en los complejos I y 
III de la CRM, aunque también están implicadas en su generación enzimas mitocondriales 
como el complejo II, la glicerol-1-fosfato deshidrogenasa y la dihidroorato 
deshidrogenasa (110). En condiciones patológicas, pueden producirse alteraciones que 
reducen la transferencia de electrones en la cadena respiratoria, provocando un aumento 
todavía mayor en la producción de ROS (111). En este caso, si las defensas antioxidantes  
de la célula no son capaces de contrarrestar el incremento de ROS, se genera el ya 
mencionado estado de estrés oxidativo. Diversos estudios muestran cómo alteraciones en 
la generación de ROS mitocondriales puede afectar a múltiples rutas de señalización tales 
como el ciclo celular, la proliferación celular, la apoptosis, la expresión de 
metaloproteinasas, de protein kinasas, de fosfatasas  y de factores de transcripción (112-
116). Asimismo, la mitocondria también juega un papel clave en la reacción inflamatoria, 
ya que al ser una de las principales fuentes celulares de ROS, es responsable de la 
activación de numerosas vías de señalización pro-inflamatorias (112).   
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Las principales ROS derivadas de la mitocondria son los aniones superóxido (O2- .) 
(Figura 13), que pueden reaccionar con el óxido nítrico (NO) para producir proxinitrito 
(ONOO-), un oxidante capaz de inhibir diversas enzimas y afectar a la integridad 
mitocondrial. Esta molécula,  a su vez, se puede descomponer de manera rápida dando 
lugar a nuevos ROS, tales como el radical hidroxilo (OH-) o el dióxido de nitrógeno 
(NO2), que son los responsables de la hidroxilación y nitrilación de lípidos y proteínas. El 
O2- también puede convertirse en peróxido de hidrógeno (H2O2) por dismutación 
espontánea o mediante la acción de la enzima superóxido dismutasa (SOD), y éste a su 
vez puede transformarse en OH-, que puede reaccionar con los ácidos nucleicos, lípidos y 











Figura 13- Principales zonas de producción de superóxido en la mitocondria. Imagen modificada de Handy et al., 
2012 (109). 
 
Cada célula contiene cientos de mitocondrias, y cada una de ellas posee su propio 
material genético, presentando de 2 a 10 copias de ADN mitocondrial (ADNmt). El 
genoma mitocondrial codifica 2 ARNr, 22 ARNt y 13 polipéptidos que constituyen parte 
de los componentes esenciales para la respiración y el proceso de fosforilación oxidativa. 
Sin embargo, los elementos de la cadena de transporte electrónico son codificados en su 
mayoría por el genoma nuclear. 
Al igual que todo material genético, el ADNmt es susceptible de sufrir mutaciones 
que pueden afectar a la función mitocondrial, y por lo tanto a la bioenergética de la célula 
(110). Al codificar para genes importantes en la respiración y en la fosforilación 
oxidativa, un daño en el ADNmt puede promover una mayor producción de ROS debido 










mitocondrias desencadenaría la respuesta inflamatoria, provocando un daño a nivel 
lipídico y proteico y causando un nuevo daño en el ADNmt, creándose así un círculo 
vicioso de estrés oxidativo (119). La generación de ROS a niveles que exceden la 
capacidad antioxidante local de la mitocondria se utiliza como biomarcador de 
disfunción mitocondrial.  
Tradicionalmente, la disfunción mitocondrial se define como la alteración en la 
síntesis del ATP por fosforilación oxidativa, así como cualquier proceso biológico 
anormal que tenga lugar en la mitocondria (120). Cuando las mitocondrias sufren un daño 
grave, liberan su contenido al exterior, tanto al espacio extracelular como a la circulación 
sistémica. Este contenido incluye al ADNmt, que puede ser detectado y cuantificado en 
tejidos o en fluidos como la sangre y la orina (121, 122), lo que permite su uso como 
marcador de disfunción mitocondrial y daño tisular. Se ha observado que en condiciones 
basales, la exposición a ROS daña al ADNmt, que es reparado rápidamente. Sin embargo, 
si la exposición al estrés oxidativo se cronifica, lo que es común en enfermedades 
asociadas al envejecimiento, el daño mitocondrial aumenta, como se ha visto en 
enfermedades como el cáncer o el Alzheimer (123). Así, se ha demostrado que la 
disfunción mitocondrial participa en la respuesta inflamatoria  amplificando  el efecto de 
citoquinas e induciendo  la producción de mediadores angiogénicos en células articulares 
(124-126). Asimismo, se ha descrito la alteración de la función mitocondrial en estas 
mismas células debido a la acción de diversos mediadores inflamatorios, tales como IL-
1ß, TNF-α o NO (127). En cuanto a la enfermedad renal, también se ha demostrado que 
la disfunción mitocondrial juega un papel muy específico en la patogénesis de la 
nefropatía diabética, en la que están implicadas rutas como la sobreexpresión de ROS y 
un defecto de mitofagia (128). En el caso de la ERC, se ha visto que la proteinuria induce 
un estado de estrés oxidativo que tendría como consecuencia la disfunción mitocondrial, 
que finalmente desencadenaría una mayor producción de ROS y la TEM de las células 
tubulares renales (129, 130). 
En resumen, podemos concluir que las mitocondrias no son sólo las principales 
productoras de ROS, sino que también son blanco de estas moléculas, que inducen 
disfunción mitocondrial, perpetuando y propagando la respuesta inflamatoria (131). Por 
ello, es evidente la importancia clínica que la disfunción mitocondrial adquiere en una 
amplia gama de enfermedades, incluyendo la patología inflamatoria y las alteraciones del 
peritoneo durante la DP. 
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5.1. MITOCONDRIA Y DIÁLISIS PERITONEAL  
El riñón es el segundo órgano que más oxígeno consume del cuerpo, y por ello es 
más sensible a los trastornos mitocondriales. Así, se ha demostrado que la disfunción 
mitocondrial contribuye a la progresión de la ERC independientemente de la causa que la 
produce (132).  
Una de las complicaciones asociadas a la ERC es la diabetes, que conlleva un 
aumento notable del riesgo cardiovascular y un incremento de la mortalidad en pacientes 
en diálisis. El alto contenido en glucosa del plasma de los pacientes con enfermedad renal 
diabética daña las células tubulares del riñón, que son las que presentan un mayor número 
de mitocondrias. Asimismo, la hiperglucemia provoca una sobreproducción de ROS y un 
defecto de mitofagia, además de activar la vía apoptótica, estando todos estos procesos 
interrelacionados entre sí y asociados a la mitocondria (133). Otras investigaciones se han 
centrado en el daño que pueden sufrir las mitocondrias a nivel genético. En concreto, 
estudios in vitro han mostrado que la glucosa a altas concentraciones tiene la capacidad 
de dañar el ADNmt de las células mesoteliales humanas (134). Además, se ha demostrado 
que existe una correlación entre el nivel de ADNmt detectado en la orina y la función 
renal en pacientes con nefropatía diabética (135). En este sentido, el número de copias de 
ADNmt en la orina, también se ha correlacionado con la función renal y con la severidad 
del daño tisular en pacientes con ERC no diabética (136).  
La implicación de la mitocondria en las enfermedades renales está cada vez más 
clara, tanto en las de origen genético como en las adquiridas. Hay estudios que muestran 
que la mayoría de tubulopatías en los enfermos renales tienen su origen en un trastorno 
genético mitocondrial. También se ha visto que enfermedades glomerulares como la 
glomeruloesclerosis focal y segmentaria se deben a defectos en la genética mitocondrial, 
en concreto en la ruta de biosíntesis de coenzima Q. Sin embargo, en la mayoría de los 
casos, el daño mitocondrial es adquirido y no de origen genético. En este sentido, la 
lesión de las mitocondrias tubulares representa un evento temprano durante la 
insuficiencia renal aguda. En esta patología, además se ha visto que la disfunción 
mitocondrial contribuye a la fisiopatología del daño tisular, y que la biogénesis 





En contraste con las múltiples evidencias que relacionan a la mitocondria con la 
patología renal, son muy pocos los datos que existen sobre el papel que desempeña en 
relación con el daño peritoneal durante el tratamiento con diálisis. Estudios in vitro han 
mostrado que la exposición continuada a los LD provoca un daño mitocondrial que da 
lugar a un aumento en la producción de ROS mitocondriales (138), que a su vez 
desencadena fenómenos apoptóticos en las células mesoteliales peritoneales (44). Del 
mismo modo, se ha observado in vitro que el contacto con el LD aumenta la expresión de 
IL-1ß, una de las principales citoquinas que participan en el proceso inflamatorio (139). 
En este sentido, a nivel sistémico, existe una correlación significativa entre el estado 
inflamatorio y el nivel de ADNmt plasmático en pacientes en DP, que actúa como un 
predictor de eventos cardiovasculares y de la necesidad de hospitalización (140). Además 
de a nivel sistémico, en otros estudios también se ha evaluado el nivel de ADNmt en el 
dializado de pacientes en DP, observándose una correlación positiva con el estado de 
inflamación intraperitoneal, mostrando un mayor número de copias al aumentar la 
expresión de los mediadores inflamatorios IL-6 y TNF-α (141).  
Por el momento, no hay estudios que relacionen la disfunción mitocondrial con el 
proceso de TEM que sufre el peritoneo durante la DP, aunque todo parece indicar que 
puede desempeñar un papel determinante. En otras enfermedades, como en el cáncer de 
endometrio, se ha visto que altos niveles de glucosa inducen una disfunción mitocondrial 
que provoca un incremento de la TEM en las células tumorales (142). 
En vista de que la supervivencia de la técnica sigue siendo el talón de Aquiles de la 
DP, surge la necesidad de una terapia que frene el deterioro de la membrana peritoneal. 
Hay estudios que muestran que la Metformina disminuye la TEM inducida por TGFß 1 
en células mesoteliales peritoneales y la fibrosis en un modelo animal, y que este efecto 
beneficioso se debe a una inhibición de la producción de ROS y a una reducción de los 
ROS mitocondriales, en conjunto con un refuerzo de la actividad antioxidante local. 
Aunque este tratamiento tiene la capacidad de reducir el estrés oxidativo, sus beneficios 
no se han asociado con una mejora del transporte peritoneal (143) por lo que la búsqueda 









6. TERAPIAS ANTIOXIDANTES 
En la actualidad existen numerosos estudios encaminados a valorar el posible efecto 
terapéutico de compuestos antioxidantes en patologías relacionadas con el estrés 
oxidativo. Como se detalló anteriormente, el estrés oxidativo y la inflamación 
desempeñan un papel fundamental en la fisiopatología de la membrana peritoneal en 
pacientes tratados con DP, por lo que cobra especial sentido la búsqueda de estrategias 
terapéuticas con propiedades antioxidantes y antiinflamatorias. Por ello, los estudios 
relacionados con compuestos de estas características están en la actualidad en pleno auge. 
Un ejemplo de ello es que se han llevado a cabo estudios sobre la utilización de las 
vitaminas C y E como suplemento oral en pacientes tratados con DP, obteniéndose como 
resultado una disminución significativa de los marcadores de estrés oxidativo tanto a 
nivel sanguíneo, como de orina y de efluente peritoneal (144). Otros estudios han testado 
la eficacia de un secuestrador de ROS denominado N-acetil-cisteína (NAC), mostrando 
su capacidad para prevenir la formación de AGEs en células peritoneales humanas debido 
a su efecto antioxidante (44). Además, se ha demostrado en un modelo animal de rata el 
efecto protector de la NAC, ya que su administración disminuyó la evidencia de cambios 
estructurales y funcionales de la membrana peritoneal inducidos por ROS (145). 
Finalmente, en estudios con pacientes, se demostró que este compuesto tenía la capacidad 
de disminuir los niveles plasmáticos de la citoquina inflamatoria IL-6 (146).  
Otros estudios han utilizado compuestos procedentes de plantas medicinales como 
la silimarina, utilizada comúnmente como antioxidante en diferentes patologías. En un 
estudio en el que se utilizó este compuesto como suplemento en pacientes en DP se 
observó un aumento de la actividad de la enzima catalasa, una oxoreductasa capaz de 
descomponer el H2O2 en oxígeno y agua (147).  
Otras moléculas naturales prometedoras y con capacidad antioxidante son los 
polifenoles, destacando entre ellos la curcumina y el resveratrol. La curcumina es un 
potente agente anticancerígeno y antiinflamatorio, que recientemente ha mostrado in vitro 
un efecto protector frente a la exposición al LD de las células peritoneales humanas, 
evidenciado por el aumento de la expresión del marcador epitelial E-cadherina y la 
disminución del marcador mesenquimal  α-SMA (148). Asimismo, se ha demostrado el 




rata, en el que se observó un aumento de la ultrafiltración y una reducción de la fibrosis 
peritoneal en los animales que recibieron el tratamiento (149).  
6.1. RESVERATROL 
El resveratrol (trans-3,4´,5-trihidroxiestilbeno) ha sido utilizado ampliamente a lo 
largo de la historia en la medicina natural. La palabra deriva de la palabra latina “Res”  
que significa “que procede de”, de la planta veratrum y el sufijo –ol, que hace referencia 
a la presencia de alcohol en su estructura química. Esta referencia etimológica se debe a 
que el compuesto fue aislado por primera vez a partir de la planta Veratrum 
grandifolorum O. Loes en 1940. En cuanto a su estructura, la molécula de resveratrol está 
formada por dos anillos fenólicos unidos por un doble enlace estireno, que permite la 
formación de dos isómeros dependiendo de si la orientación es cis o trans (Figura 14). El 
isómero trans es la forma más estable desde el punto de vista estérico (150).  
 
Figura 14-Fórmula química de los isómeros del resveratrol. Imagen modificada de 
https://www.researchgate.net/figure/Structures-of-cis-and-trans-resveratrol_fig1_319658546. 
 
El resveratrol es sintetizado por las plantas como un mecanismo de defensa, 
actuando como un antibiótico natural frente a infecciones o en respuesta a condiciones de 
estrés ambiental, tales como el ataque por hongos o la exposición a la luz UV (151). Se 
produce en más de 70 plantas de las que puede ser extraído, algunas de las cuales están 
presentes en nuestra dieta (Figura 15) como los arándanos, las moras o los cacahuetes 
(152). El mayor contenido de resveratrol lo encontramos en el vino tinto, procedente de la 
piel, semillas y zonas leñosas de la uva, que son las partes más ricas en este compuesto 
(151). 
Se han descrito numerosos efectos beneficiosos sobre la salud relacionados con el 
resveratrol, que se asoció por primera vez con un efecto cardioprotector en 1992 mediante 
Trans-resveratrol Cis-resveratrol 
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la teoría de la “paradoja francesa” (153). Su autor se extrañaba del bajo índice de 
enfermedades cardiovasculares en la población francesa cuyo consumo de grasas 
saturadas era muy elevado  proponiendo que este efecto podría deberse al elevado 
consumo de vino tinto por los franceses, debido a su riqueza en resveratrol. 




















Figura 15-Principales fuentes de resveratrol en la dieta. Imagen modificada de Koushki et al., 2018 (155). 
A partir de ahí, el interés sobre el resveratrol ha aumentado de manera exponencial 
(Figura 16) traduciéndose en multitud de estudios científicos sobre sus beneficios para la 
salud, entre los cuales destacan sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, 
anticancerígenas, antiangiogénicas, neuroprotectoras, inmunomoduladoras y 
antidiabéticas  entre otras. Estudios en modelos animales de rata han demostrado también 





























Figura 16- Número de publicaciones por año que hacen mención al resveratrol. Gráfica realizada a partir de los 
resultados de Pubmed al introducir como término de búsqueda “Resveratrol”. 
El resveratrol actúa en numerosas patologías debido a que su mecanismo de acción 
implica la modulación de numerosas dianas moleculares, incluyéndose entre ellas 
enzimas, factores de transcripción y la expresión de diferentes genes y proteínas 




Figura 17.-Identificación de las moléculas diana del resveratrol. Esquema realizado a partir de información obtenida 












































































FOXO-1/3, AR, AP-1, NF-κβ, 
Nrf-2, STAT-3, PPArΥ, 
HIF-1α, CREB, NF1B, ß-Catenina 
 
CITOQUINAS 
NAG-1, PC-GF, TGFß 
 
INFLAMACIÓN 
TNF- α, COX-2, iNOS, eNOS, 
NO, IFNΥ, Ils, MPO, 




IGF-1R   Factor tisular  
NQO-1   COX-2  iNOS 
5-LOX   V-CAM-1  VEGF 
 
CICLO CELULAR 
Rb, Ciclinas,  
 CdK2, p21, p27   
 
CRECIMIENTO/APOPTOSIS 
TGF-α, EGF, TNF- α, 
IL-1ß, Bax, Bcl-2, FasL, 




PKC, PKD, PKA, MAPK, 
JNK-1, Akt, IKKß, JAK, 




SOD, catalasa, ROS, HO-1,  











Se ha puesto una gran esperanza en el resveratrol como antioxidante y 
antiinflamatorio en diversas indicaciones terapéuticas. Así, en un modelo experimental de 
daño renal, el tratamiento con resveratrol restauró la actividad de Nrf2, el factor de 
transcripción más importante en la expresión de genes antioxidantes. En este caso, la 
molécula también tuvo la capacidad de reducir la inflamación renal y mitigar la 
hipertensión (167). Estudios in vitro, han demostrado la capacidad del resveratrol de 
disminuir la respuesta inflamatoria inducida por citoquinas en diferentes tipos celulares 
relacionados con patologías articulares, como los condrocitos humanos (125) o los 
sinoviocitos (126), comprobándose posteriormente este efecto en un modelo animal 
(168). Asimismo, en relación con el resveratrol y la TEM, diversos trabajos describen 
como esta molécula tiene la capacidad de inhibir este proceso (169), pero ninguno de 
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El incremento de la expectativa de vida lleva asociado un aumento en las 
enfermedades y patologías clínicas relacionadas con el envejecimiento. La enfermedad 
renal crónica (ERC) no es una excepción, y ha adquirido dimensiones epidémicas a nivel 
global, afectando a más de un 10% de la población mundial, de la cual un 1% precisa de 
un tratamiento sustitutivo renal mediante diálisis o trasplante renal.  
La diálisis es una terapia sustitutiva del riñón que se utiliza en pacientes que sufren 
insuficiencia renal. La diálisis peritoneal (DP) utiliza el peritoneo del paciente como una 
membrana dialítica, introduciéndose un líquido de diálisis (LD) en la cavidad peritoneal 
con el objeto de desechar las sustancias tóxicas y el exceso de agua que el organismo no 
es capaz de eliminar de manera natural. La bioincompatibilidad de los LD provoca un 
daño en la membrana peritoneal durante el tratamiento, caracterizado por un proceso 
inflamatorio crónico que a su vez puede derivar en cambios estructurales como la 
angiogénesis o la fibrosis como consecuencia de la transición epitelio-mesenquimal 
(TEM) de las células mesoteliales, tipo celular de carácter epitelial que reviste la cavidad 
peritoneal y los órganos que se alojan en ella. Estos cambios estructurales disminuyen su 
capacidad dializante, pudiendo derivar en un fallo de membrana o fallo de ultrafiltración 
que hace inviable la técnica. Por ello, preservar la integridad de la membrana peritoneal 
es de vital importancia para prolongar el tiempo que los pacientes pueden ser tratados con 
esta técnica. En consecuencia, es fundamental aumentar el conocimiento sobre la 
fisiopatología de la membrana peritoneal durante el tratamiento con DP, así como 
identificar nuevos biomarcadores y agentes terapéuticos que contribuyan a la 
conservación de su capacidad dializante. 
La bioincompatibilidad de los LD estimula la generación de especies reactivas de 
oxígeno (ROS) provocando un estado de estrés oxidativo en la zona. La mitocondria es 
una de las principales productoras de ROS, siendo a su vez diana de estas moléculas, que 
dañan la cadena respiratoria mitocondrial (CRM) provocando un aumento de su 
producción, creándose así un círculo vicioso de estrés oxidativo y disfunción 
mitocondrial. La disfunción mitocondrial ha adquirido gran importancia clínica en una 
amplia gama de enfermedades, entre las que se incluyen la patología inflamatoria y la 
fibrosis. Sin embargo, son pocos los estudios sobre el papel que ejerce la disfunción 
mitocondrial en relación con el daño peritoneal. 
Por todo ello, esta tesis se centrará en el estudio ex vivo e in vitro de la implicación 
de la mitocondria en el proceso inflamatorio y fibrótico que sufre la membrana peritoneal 
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durante el tratamiento con DP. Además, se evaluará si una terapia antioxidante podría 
mejorar la actividad mitocondrial y proteger de los cambios estructurales y funcionales 
que puede sufrir el peritoneo de estos pacientes. 
 
En base a estos antecedentes, se han propuesto los siguientes objetivos: 
 
A. Evaluar ex vivo la implicación de la mitocondria en el proceso de fibrosis.  
1. Determinar la función mitocondrial de las células mesoteliales humanas 
procedentes del efluente peritoneal de pacientes en DP.  
2. Determinar el nivel de ADN mitocondrial libre en el efluente peritoneal de 
pacientes en DP. 
3.  Estudiar la posible correlación entre el daño mitocondrial y la función peritoneal de 
los pacientes. 
B. Analizar in vitro la implicación de la mitocondria en la respuesta patológica de la 
célula mesotelial humana.  
1. Determinar el efecto de la exposición al LD sobre la función mitocondrial. 
2. Evaluar el efecto de la IL-1ß sobre la función y el metabolismo mitocondrial. 
3. Estudiar el efecto de la disfunción mitocondrial sobre la expresión de los 
mediadores inflamatorios COX-2 e IL-8. 
4. Determinar el efecto de la disfunción mitocondrial sobre la respuesta inflamatoria 
inducida por citoquinas analizando la expresión de COX-2 e IL-8.  
5. Estudiar posibles vías de señalización involucradas en la respuesta inflamatoria 
inducida por disfunción mitocondrial, analizando el papel de ROS mitocondriales y 
NF-κB. 
6. Evaluar la implicación de la mitocondria en la TEM inducida por TGFß, 
determinando el metabolismo mitocondrial y estudiando la implicación de los ROS 
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C. Evaluar in vitro el posible efecto protector del resveratrol en la modulación de la 
respuesta patológica en células mesoteliales humanas.  
1. Analizar el efecto del resveratrol sobre la función mitocondrial durante la 
exposición al LD.  
2. Determinar el efecto del resveratrol sobre la función y el metabolismo mitocondrial 
alterado por IL-1ß. 
3. Estudiar el efecto del resveratrol sobre la expresión de los mediadores inflamatorios 
COX-2, IL-8 y PGE2 inducida por IL-1ß y disfunción mitocondrial. 
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1. OBTENCIÓN Y MANEJO DE MUESTRAS 
1.1. POBLACIÓN DE ESTUDIO 
Los estudios ex vivo se realizaron a partir de muestras de efluentes peritoneales de 
pacientes en DP de la Unidad de Diálisis del Complejo Hospitalario Universitario de A 
Coruña (CHUAC), que se clasificaron en incidentes y prevalentes en función de si el 
tiempo en DP era menor o mayor de 4 meses respectivamente. Asimismo, se obtuvieron 
biopsias de omento procedentes de cirugías abdominales de pacientes no urémicos 
realizadas en el Servicio de Cirugía del CHUAC para desarrollar estudios in vitro. En 
ambos casos, tras obtener el consentimiento informado de los pacientes, las muestras 
fueron codificadas con el objeto de mantener el anonimato de los pacientes. El 
procedimiento fue aprobado por el Comité Ético de Investigación de A Coruña y Ferrol 
(Código de registro: 2014/454). 
Los estudios realizados con las muestras de efluentes de DP son de gran interés, 
puesto que contienen células que proceden de la descamación del peritoneo de los 
pacientes. En este sentido, el cultivo de las células mesoteliales presentes en el dializado, 
permite la realización de estudios en células peritoneales humanas evitando el uso de 
técnicas invasivas, como la biopsia. De este modo, es posible analizar la respuesta celular 
a estímulos y realizar estudios ex vivo del estado celular del peritoneo del paciente. Estos 
estudios incluyen análisis de expresión génica y proteica, de función mitocondrial y de 
estrés oxidativo. 
Además de las células, el efluente de los pacientes en DP contiene sustancias en 
suspensión secretadas tanto por las células mesoteliales como por otros tipos celulares 
que se encuentran en la cavidad peritoneal. Por ejemplo, podemos encontrar restos 
procedentes de la lisis celular, como el material genético mitocondrial libre, cuya 
cuantificación puede darnos información sobre la magnitud del daño sufrido por  parte de 
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1.2. CULTIVOS CELULARES 
1.2.1. Cultivo primario de células mesoteliales humanas 
Las células mesoteliales humanas de los efluentes de pacientes en DP fueron 
aisladas mediante una centrifugación a 1500 rpm, durante 10 minutos (min) a temperatura 
ambiente. Para ello, se trasvasó el volumen total del dializado a recipientes de 500 ml en 
condiciones de esterilidad, y una vez centrifugado, se separó el sobrenadante del pellet 
celular. Las células fueron resuspendidas en medio de cultivo Roswell Park Memorial 
Institute (RPMI) (Lonza, Suiza) enriquecido con un 20% de suero bovino fetal (SBF) 
(Gibco, EEUU) previamente inactivado durante 40 min a 55ºC, y suplementado con 
penicilina-estreptomicina (5000 U/ml-5000 µg/ml) (P/E) (Gibco) y 0.12 U/ml de insulina 
humana (Novo Nordisk Pharma, España). A continuación, las células se contaron 
utilizando una cámara de recuento Neubauer (Bürker, Alemania) y se sembraron en 
placas de cultivo de 48 pocillos (Costar, EEUU) con 500 µl de medio, repartiéndose en 6 
o 12 pocillos en función de si el número total de células era inferior o superior a 3x106 
respectivamente. El cultivo celular tuvo lugar a 37°C en estufa humidificada con 5% de 
CO2. Tras 24 horas (h), se llevó a cabo un preplating con el objeto de eliminar la 
presencia de células sanguíneas. Esta técnica se basa en el hecho de que las células 
mesoteliales establecen uniones más fuertes con la superficie de la placa de cultivo que 
las sanguíneas, por lo que requieren un tratamiento enzimático para ser eliminadas. Así, 
mediante un lavado enérgico de las células con medio de cultivo, se reduce de forma 
considerable la presencia de células sanguíneas en la muestra. El medio de cultivo fue 
reemplazado cada dos días, hasta alcanzar una confluencia del 80% aproximadamente, 
tras lo cual se realizaron los experimentos de interés. 
En el caso de las células mesoteliales de omento humano, tras obtener la biopsia 
de tejido peritoneal, el primer paso fue realizar lavados con suero fisiológico. A 
continuación, en una placa Petri (Francisco Soria, España), se eliminaron los vasos 
sanguíneos con ayuda de un bisturí y se cortó el tejido en fragmentos de 0.5 cm2 
aproximadamente. Seguidamente, los fragmentos fueron lavados repetidas veces con 
suero fisiológico con el objeto de eliminar la grasa y los restos sanguíneos. 
Posteriormente, se trasladaron a un tubo Falcon (Corning, EEUU) con 20 ml de tripsina-
0.05% Ácido etilenominotetraacético (EDTA) (Gibco) y se agitaron manualmente de 
manera suave, incubándolos a temperatura ambiente durante 20 min. Este reactivo es una 
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mezcla radiada de proteasas derivadas del páncreas porcino con alta capacidad digestiva, 
y se emplea para la disociación celular. Pasado este tiempo, se realizó una centrifugación 
de 8 min a 1200 rpm, y se resuspendió el pellet celular obtenido en medio RPMI 20% 
SBF inactivado suplementado con P/E e insulina. Finalmente, la totalidad de las células 
fue sembrada en un Flask de 25 cm2 (Costar) incubándolas a 37ºC, reemplazando el 
medio cada dos días hasta alcanzar la confluencia para finalmente sembrarlas en pocillos 
de placas de 6 para llevar a cabo los experimentos de interés. 
1.2.2. Líneas celulares mesoteliales humanas 
Los experimentos se realizaron en la medida de lo posible utilizando células 
primarias, pero debido a la limitación que supone su obtención por el escaso número de 
células que se consigue de los efluentes, así como por la dificultad de obtener biopsias de 
tejido peritoneal, parte de los estudios se realizaron in vitro utilizando dos líneas celulares 
humanas inmortalizadas. La línea celular mesotelial Met5A, y la línea celular peritoneal 
HMrSV5 (Figura 18), donadas por el Dr. Manuel López Cabrera (Centro de Biología 
Molecular Severo Ochoa de Madrid) y el Dr. Pierre Ronco (Hospital Tenon de París), 
respectivamente. 
Figura 18-Aspecto al microscopio óptico de las líneas celulares Met5A (A) y HMrSV5 (B). 
 
El cultivo de ambas líneas celulares se realizó en Flasks de 175 cm2 (Costar) 
utilizando Dulbecco´s modified Eagle´s medium (DMEM) (Life Technology, Reino 
Unido) enriquecido con un 10% de SBF inactivado, y suplementado con P/E (5000 U/ml-
5000 µg/ml) y 0.12 U/ml de insulina humana. El cultivo tuvo lugar a 37ºC, reemplazando 
el medio cada dos días, hasta alcanzar la confluencia. 
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1.2.3. Caracterización de células mesoteliales  
Las células mesoteliales humanas procedentes del efluente de DP fueron 
clasificadas mediante microscopía en contraste de fase según su estado de TEM. Para 
ello, se utilizó un microscopio Nikon Eclipse TS100 (Nikon Instruments, EEUU), 
clasificándolas morfológicamente en epiteliales y no epiteliales. A su vez, las células no 
epiteliales fueron subclasificadas según su fenotipo en células mixtas y fibroblásticas 
(Figura 19). 
Figura 19-Diferentes fenotipos de células mesoteliales procedentes del efluente peritoneal de pacientes en DP: 
Eptielial (A), Mixto (B) y Fibroblástico (C). Imágenes tomadas con el objetivo 10X. 
 
Para corroborar el estado de TEM de las células procedentes del efluente peritoneal 
de pacientes en DP, se llevó a cabo un estudio de la expresión proteica de los principales 
marcadores mediante la técnica de Western Blot, como se explicará en detalle en el 
apartado 3. Para ello, se analizó la expresión del marcador epitelial E-cadherina y del 
marcador mesenquimal fibronectina, utilizando la tubulina como control de carga (170). 
1.2.4. Estimulación celular 
En función del tipo celular y de la técnica de interés se utilizaron placas de 
diferentes tamaños y distintos medios de cultivo, para evaluar la respuesta a los distintos 
estímulos. En general, al alcanzar el 80% de confluencia, las células se deplecionaron 
overnight (48 h en el caso de las líneas celulares) en medio de cultivo con 0.5% de SBF 
inactivado y a continuación, se estimularon también en medio con 0,5% SBF (excepto las 
líneas celulares, que se estimularon sin SBF). El bajo porcentaje de SBF en el medio 
permite que las células se mantengan en un estado quiescente.  
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Para llevar a cabo los experimentos con células mesoteliales procedentes del 
efluente de pacientes en DP se utilizaron únicamente las células que presentaban un 
aspecto epitelial, con el objeto de simular la respuesta de un peritoneo sano. Para realizar 
los experimentos mediante citometría de flujo, RT-PCR y Western blot, las células se 
cultivaron en placas de 48 pocillos hasta alcanzar la confluencia, tras lo cual se lavaron 
con tampón fosfato salino pH 7.4 1x (PBS, del inglés, Phosphate Buffered Saline) 
(Gibco) para eliminar el SBF, y se deplecionaron y estimularon como se indicó 
previamente. Los estudios proteicos llevados a cabo mediante Western Blot en células 
mesoteliales procedentes de biopsias de omento humano, se realizaron siguiendo el 
mismo procedimiento, cultivándolas en placas de 12 pocillos (Costar) con una 
concentración celular de 80x103 células/pocillo. En el caso de las líneas celulares, las 
determinaciones mediante citometría de flujo, RT-PCR y Western blot se realizaron 
cultivando las células en placas de 12 pocillos. Para los experimentos realizados en la 
línea HMrSV5, se sembraron 200x103 células/pocillo, y para la línea Met5A se 
cultivaron 60x103células/pocillo. En todos los casos (a excepción de las citometrías de 
flujo) los sobrenadantes resultantes de los experimentos se almacenaron a -80ºC para 
realizar análisis del secretoma mediante ELISA. 
Hay dos excepciones en las que las células se estimularon de un modo diferente, 
que son la determinación de la función mitocondrial mediante tecnología Seahorse y los 
ensayos de viabilidad. Estos procedimientos se muestran con mayor detalle en los 
apartados específicos de cada técnica (2.3 estudios metabólicos y 1.2.5 ensayos de 
viabilidad respectivamente). 
En todos los casos, los estímulos se reconstituyeron de acuerdo a las instrucciones 
del fabricante, y la concentración utilizada y la casa comercial a la que fueron solicitados, 
se pueden consultar en la Tabla 4. La Antimicina A y el Carbonilcianuro-p-
trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP) se utilizaron como control positivo en la 
determinación de superóxido mitocondrial y el análisis de potencial de membrana 
mitocondrial, respectivamente; y los inhibidores selectivos de la CRM oligomicina y 
paraquat se usaron para inducir disfunción mitocondrial. Las citoquinas IL-1ß y TNF-α se 
emplearon como inductoras de la respuesta inflamatoria, mientras que el factor de 
crecimiento TGFß 1 se utilizó para inducir la TEM. Como tratamientos, se emplearon el 
secuestrador selectivo de ROS mitocondriales MitoTEMPO, el secuestrador de ROS N-
Acetil-Cisteína (NAC) y el antioxidante natural resveratrol. Cabe destacar, que 
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resveratrol y paraquat se prepararon en fresco para la realización de cada experimento, 
diluyéndose en DMSO (Sigma Aldrich, EEUU) y PBS respectivamente. También se 
utilizó BAY como inhibidor de la activación de NF-κB para estudiar su implicación en 
los diferentes procesos. 
 
Tabla 4-Estímulos y concentraciones empleados en las diferentes condiciones experimentales. 
ESTÍMULO CONCENTRACIÓN  CASA COMERCIAL 
Antimicina A 0.05,  0.5, 1 y 40 µg/ml Sigma 
BAY-117085 5 µM Sigma 
FCCP 5 y 10 µM Sigma 
IL-1ß 0.1, 1, 2 y 5 ng/ml Sigma 
MitoTEMPO 10 y 50 µM Santa Cruz 
N-Acetil-Cisteína 2.5, 10, 15 mM Sigma 
Oligomicina  10 µg/ml Sigma 
Paraquat 1 mM Sigma 
Resveratrol  1, 2.5, 5, 10, 12.5 y 25 µM Sigma 
TGFß 1 1 y 5 ng/ml Abcam 
TNF-α 1 ng/ml R&D 
 
1.2.5. Ensayos de viabilidad 
a) Ensayo de viabilidad mediante el kit Cell Titer 96 
Se llevó a cabo un análisis de viabilidad celular utilizando diferentes 
concentraciones de resveratrol para evaluar su posible toxicidad en la línea celular 
Met5A. El Kit CellTiter 96 AQueous Non-Radiactive Cell Proliferation Assay (Promega, 
EEUU) se basa en la capacidad que presentan las células vivas para reducir el compuesto 
tetrazólico 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolio (MTS) a formazán, utilizando metosulfato de fenazina (PMS) como aceptor de 
electrones. El formazán es soluble en medio de cultivo y se puede cuantificar mediante 
espectrofotometría, siendo la absorbancia obtenida proporcional al número de células 
vivas en el cultivo celular.  
Para realizar el ensayo, las células Met5A (10x103 células/pocillo) se sembraron en 
una placa de 96 pocillos con un volumen de 200 µl de medio de cultivo y se incubaron a 
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37ºC durante 24 h. A continuación, se reemplazó el medio por medio fresco y se 
estimularon las células por triplicado con las diferentes concentraciones de resveratrol 
(2.5 µM, 5 µM, 10 µM, 12.5 µM, 25 y 50 µM) durante 48 h. El ensayo de supervivencia 
se realizó siguiendo las instrucciones del fabricante, añadiendo 20 µl de la mezcla 
MTS/PMS por cada 100 µl de medio de cultivo a cada pocillo. Tras 4 h, se procedió a la 
lectura de la absorbancia a 490 nm en el lector de placas Infinite 200 NanoQuant (Tecan, 
Suiza). Con el fin de establecer la relación entre el valor de absorbancia y el número de 
células viables, se realizó una recta de calibrado por triplicado, sembrando diferentes 
concentraciones celulares (0, 2x103, 5x103, 8x103, 10x103, 15x103 y 20x103 
células/pocillo) que se mantuvieron en medio de cultivo durante todo el ensayo. Los 
resultados se expresaron como porcentaje de viabilidad.  
b) Análisis de viabilidad celular mediante tinción con azul tripán 
El azul tripán es un colorante derivado de la toluidina que tiñe las células muertas, y 
no es absorbido por las células vivas, lo que permite evaluar la viabilidad celular por 
exclusión de captación. Mediante esta técnica, se evaluó la posible toxicidad del 
mitoTEMPO en la línea celular HMrSV5 y la toxicidad de los inductores de disfunción 
mitocondrial oligomicina y paraquat en las células mesoteliales Met5A. 
Las células (25x103 células/pocillo) se cultivaron en placas de 48 pocillos (Corning) 
en 200 µl de medio hasta alcanzar la confluencia y se deplecionaron durante 48 h. A 
continuación, las células se trataron por duplicado con una batería de dosis de los 
estímulos de interés, y pasadas 24 h, otra persona del grupo tripsinizó las células 
codificando las muestras para realizar un contaje ciego. Para tripsinizar las células, 
primero se lavaron con suero fisiológico para eliminar los restos de SBF y se incubaron 
con 100 µl de tripsina-0,05% EDTA durante 2 min a 37°C. A continuación, la tripsina fue 
inactivada con 200 µl de medio de cultivo DMEM 10% SBF y se realizó una 
centrifugación durante 10 min a 1500 rpm. Seguidamente, se llevó a cabo una dilución 
1/10 de azul tripán (Sigma) utilizándose 2 µl de muestra y 18 µl del colorante y se llevó a 
cabo el contaje en la cámara Neubauer. Finalmente, se aplicó la siguiente fórmula para 








𝐶é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒𝑠 ×100 
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1.3. SOBRENADANTE DE EFLUENTE PERITONEAL 
El sobrenadante del efluente peritoneal se obtuvo mediante la centrifugación de los 
dializados de pacientes en DP durante 10 min a 1500 rpm a temperatura ambiente.  De 
cada efluente se tomaron cinco muestras de 1.5 ml de sobrenadante, que fueron 
inmediatamente almacenadas a -80ºC hasta el momento de su utilización.  
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2. ANÁLISIS DE FUNCIÓN MITOCONDRIAL 
El análisis de la función mitocondrial se llevó a cabo determinando el potencial de 
membrana y el ión superóxido mitocondrial por citometría de flujo, además de un estudio 
metabólico de estrés mitocondrial con la tecnología Seahorse. Finalmente, también se 
cuantificó el número de copias de ADNmt libre en el sobrenadante obtenido del efluente 
de pacientes tratados con DP mediante PCR.  
2.1. DETERMINACIÓN DEL POTENCIAL DE MEMBRANA 
MITOCONDRIAL 
Las mitocondrias sanas presentan una diferencia de potencial electroquímico entre 
el interior y el exterior de la membrana mitocondrial interna, que se denomina potencial 
de membrana mitocondrial. El desajuste de este potencial es indicativo de un mal 
funcionamiento de la mitocondria y es cuantificable. Para determinarlo, se empleó el éster 
metílico tetrametilrodamina (TMRM) (ThermoFisher scientific, EEUU), un tinte 
catiónico fluorescente de color rojo-anaranjado que penetra en la célula con facilidad y se 
acumula en las mitocondrias que presentan un potencial de membrana normal. Por tanto, 
las células que presentan mitocondrias funcionales y sanas producen una señal 
fluorescente, y a medida que el potencial de membrana disminuye, la acumulación de 
TMRM decae, provocando un descenso de la señal o su total desaparición.  
Las células mesoteliales del efluente de pacientes sometidos a DP se cultivaron en 
placas de 48 pocillos hasta alcanzar la confluencia y se clasificaron según su fenotipo. A 
continuación, se incubaron con TMRM (250 nM) en medio de cultivo completo (200 
µl/pocillo) durante 30 min a 37ºC en oscuridad. Finalizado el tiempo de incubación, las 
células se tripsinizaron y se centrifugaron a 1500 rpm durante 10 min. Tras un breve 
lavado, se resuspendieron en 200 µl de PBS y se midió la fluorescencia mediante 
citometría de flujo utilizando el citómetro BD FACScalibur (BD, Canadá). La medida se 
tomó en el canal FL2 hasta completar un número de 7500 células y los datos obtenidos se 
analizaron mediante el programa informático CellQuestPro 5.1 (BD). Los resultados se 
expresaron como la mediana de la intensidad de fluorescencia de la población celular. 
Como control positivo de la técnica se utilizó el despolarizador mitocondrial FCCP (5 
µM) durante 30 min. 
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2.2. DETERMINACIÓN DE SUPERÓXIDO MITOCONDRIAL 
Uno de los marcadores que se utiliza como indicador de disfunción mitocondrial es 
el nivel de ROS que procede de las mitocondrias, cuyo aumento implica un mal 
funcionamiento de la cadena de transporte electrónico.  Para cuantificar el nivel de ROS 
mitocondriales se utilizó el fluoróforo MitoSOX (ThermoFisher scientific), un colorante 
fluorogénico que penetra en las células vivas dirigiéndose específicamente a las 
mitocondrias. En su interior, el reactivo produce fluorescencia roja al reaccionar con el 
ión superóxido, permitiendo una medición directa de este ión de origen mitocondrial por 
citometría de flujo.  
Las células mesoteliales procedentes del efluente de pacientes en DP fueron 
cultivadas en placas de 48 pocillos hasta alcanzar la confluencia y clasificarse según su 
fenotipo. A continuación, se lavaron con PBS y se deplecionaron durante 1h con RPMI 
sin SBF. Seguidamente, las células se incubaron con MitoSOX (0,8 ng/ml) en 200 µl de 
medio Hank´s Balanced Salt Solution 1x (HBSS) (Gibco) durante 30 min a 37ºC en 
oscuridad. Finalmente, las células se tripsinizaron y se centrifugaron a 1500 rpm durante 
10 min. Tras lavarlas, se resuspendieron en 200 µl de PBS y la señal de fluorescencia se 
midió mediante citometría de flujo con el citómetro BD FACScalibur hasta completar un 
número de 7500 células. El canal FL-2 mostró la positivad para el MitoSOX, y los datos 
obtenidos se analizaron mediante el programa informático CellQuestPro 5.1, 
expresándose como la mediana de la intensidad de fluorescencia de la población celular. 
Como control positivo para estimular la producción de ROS se utilizó AA (40 µg/ml) 
durante 5 min, un antibiótico producido por Streptomyces griseous que inhibe la CRM 
actuando a nivel del complejo III.  
2.3. ESTUDIOS METABÓLICOS 
Se analizó el nivel de estrés mitocondrial con el Kit XFp Cell Mito Stress Test 
mediante tecnología Seahorse, que permite medir la tasa de consumo de oxígeno (OCR, 
del inglés, Oxygen Consumption Rate) y la tasa de acidificación extracelular (ECAR, del 
inglés, Extracellular Acidification Rate) de las células vivas en tiempo real. Ambos 
parámetros son indicadores clave de las dos vías principales energéticas de la célula (la 
respiración mitocondrial y la glucólisis) permitiendo el análisis de la función metabólica 
de las células en cultivo.  
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Para evaluar los parámetros clave de respiración mitocondrial se utilizan 
moduladores de la cadena de transporte electrónico, que el Seahorse XF Analyzer 
(Agilent Technologies, EEUU) inyecta secuencialmente. En primer lugar, el analizador 
realiza 3 mediciones basales, y a continuación inyecta oligomicina, inhibiendo la cadena 
de transporte electrónico a nivel del complejo V (ATP sintasa), y provocando un 
descenso en la OCR. La inhibición de la ATP sintasa, permite el cálculo de la tasa de 
producción de ATP, mediante la diferencia entre la OCR obtenida tras la inyección de 
oligomicina y la OCR basal. En el siguiente paso, inyecta FCCP, que inhibe la 
transferencia de electrones a través de la CRM, haciendo que opere a su máxima 
capacidad al simular una demanda fisiológica energética. Como consecuencia, el oxígeno 
consumido por el complejo IV alcanza su nivel máximo, permitiendo el cálculo de la 
capacidad respiratoria de reserva, definida como la diferencia entre la respiración máxima 
y la basal. Por último, se inyecta una mezcla de Rotenona-Antimicina A, que inhibe los 
complejos I y III de la cadena de transporte electrónico respectivamente, y por tanto la 
respiración mitocondrial, permitiendo calcular la respiración llevada a cabo por procesos 


















Figura 20-Perfil de los parámetros clave analizados durante la respiración mitocondrial mediante el test XFp 
Cell Mito Stress. Imagen modificada de https://www.agilent.com/en/products/cell-analysis/seahorse-xf-
consumables/kits-reagents-media/seahorse-xf-cell-mito-stress-test-kit (AA=Antimicina A). 
Durante la glucólisis, la glucosa es degradada dando lugar a dos moléculas de 
piruvato, que en presencia de oxígeno sufre una serie de transformaciones que le permite 
el paso a la cadena de transporte electrónico mitocondrial para generar ATP, CO2 y agua. 
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En ausencia de oxígeno, es decir, en las células anaerobias o bajo una gran demanda de 
oxígeno, el piruvato sufre el proceso de fermentación láctica, y como consecuencia se 
liberan protones provocando la acidificación del medio extracelular, que es cuantificable 
mediante la tecnología  Seahorse XFp (ECAR). 
Este ensayo, se realizó para evaluar los cambios metabólicos y el nivel de estrés 
mitocondrial inducidos por IL-1ß y TGFß 1, así como el posible efecto modulador del 
resveratrol. Las células mesoteliales Met5A y las obtenidas del efluente de pacientes en 
DP fueron sembradas con una densidad de 20x103 células/pocillo en 180 µl de medio en 
6 de los 8 pocillos de las placas específicas para el analizador Seahorse XFp. Los 
capuchones de cada placa se hidrataron añadiendo a cada pocillo de su molde 180 µl de 
medio XF Calibrant (Agilent Technologies) e incubándolos durante 24 h a 37ºC en 
ausencia de CO2. Una vez alcanzada la confluencia, las células se estimularon en medio 
sin SBF durante 6 h, y se lavaron con PBS, incubándolas a continuación con 180 µl de 
medio Seahorse XF DMEM pH 7.4 (Agilent Technologies) durante 1 h a 37ºC en 
ausencia de CO2. A los 30 min, se prepararon los moduladores, añadiendo oligomicina (2 
µM) al puerto A, FCCP (2 µM) al puerto B, y  rotenona+AA (0.5 µM) al puerto C de 
cada capuchón. Finalmente, los capuchones se calibraron y se llevó a cabo el Mitostress 
test en el bioanalizador Seahorse, que inyecta secuencialmente los inhibidores y realiza 
una medida de OCR (pmol/min) y de ECAR (mpH/min) cada 10 min, permitiendo la 
toma de datos para el cálculo de los parámetros metabólicos de interés. 
2.4. CUANTIFICACIÓN DE ADN MITOCONDRIAL 
Las células eucariotas contienen cientos de mitocondrias en su interior, cada una 
con su propio material genético. Si se produce un daño grave, puede llegar a ocurrir la 
lisis celular, liberando su contenido al exterior, incluido el contenido mitocondrial. Por 
tanto, el ADNmt libre es un indicador de daño mitocondrial, puesto que su presencia es 
indicativo de la lisis mitocondrial. Por ello, se analizó este parámetro mediante la 
cuantificación del número de copias de ADNmt en el sobrenadante obtenido del efluente 
peritoneal de los pacientes tratados con DP. La técnica requiere la extracción inicial del 
ADN circulante del sobrenadante, a partir del cual se cuantifica el ADNmt mediante la 
Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR, del inglés, Polymerase Chain Reaction) 
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extrapolando los datos obtenidos a una curva estándar de concentración conocida. Las 
fases que conlleva este procedimiento se describen a continuación en mayor profundidad.  
2.4.1. Extracción de ADN circulante 
En primer lugar, se extrajo el ADN circulante utilizando el Kit Danagen 
Circulating DNA Minikit (Danagen, España) siguiendo las instrucciones del fabricante. 
La extracción se realizó a partir de 1 ml de sobrenadante del efluente de cada paciente, 
conservado a -80ºC hasta el momento de la extracción. Este sobrenadante se centrifugó a 
máxima velocidad 5 min y el volumen obtenido se incubó durante 15 min a 55°C. Tras 
una breve centrifugación, se añadió a cada muestra 1 ml de tampón de lisis y 75 µl de 
proteinasa K, realizando una segunda incubación a 55°C durante 15 min. Pasado este 
tiempo, se añadieron 750 µl de isopropanol y se procedió a concentrar el ADN pasando el 
volumen a través de una columna MicroSpin. Tras una nueva centrifugación, se añadieron 
500 µl de tampón de desinhibición a la columna, tras lo cual se realizó un lavado y se 
centrifugó a máxima velocidad para eliminar el etanol residual. Finalmente, se llevó a 
cabo una incubación de 2 min con tampón de elución precalentado a 70°C, y el volumen 
resultante de la centrifugación se volvió a pasar por la columna, incubándolo de nuevo 
durante 2 min para aumentar el rendimiento. Tras la última centrifugación, se obtuvo el 
ADN circulante, que fue almacenado a temperatura ambiente hasta el momento de su 
utilización. 
2.4.2. Cuantificación del ADN mitocondrial 
El contenido de ADNmt del sobrenadante del efluente de pacientes en DP fue 
cuantificado analizando la expresión del gen ribosomal mitocondrial 12S mediante PCR, 
utilizando para ello el kit LightCycler 480 Sybr Green I Master (Roche, Alemania). El 
Sybr Green es un colorante específico del ADN de doble cadena que presenta 
propiedades intercalantes, uniéndose a los productos de amplificación de PCR en cada 
fase de la síntesis de la cadena de ADN,  generando una señal fluorescente proporcional 
al número de copias. La amplificación y detección de la fluorescencia se llevaron a cabo 
utilizando el LightCycler 480 II Instrument (Roche). La reacción tuvo lugar en placas 
opacas de 96 pocillos específicas para el equipo (Roche), añadiendo 5 µl de ADN 
circulante a la mezcla indicada en la Tabla 5, obteniendo por tanto 20 µl como volumen 
final. Cada reacción se realizó por duplicado. 
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Una vez cargada la placa con la mezcla de la reacción y el ADN, se llevó a cabo la 
PCR siguiendo el protocolo de amplificación que se muestra en la Tabla 6. Para asegurar 
la especificidad de la reacción se realizó un  análisis de la curva de disociación o melting, 
puesto que el Sybr Green se une a cualquier molécula de ADN, incluyendo los dímeros 
que se pueden formar al unirse dos cebadores. La determinación del número de copias de 
ADNmt se generó extrapolando los valores de Ct (ciclo umbral, del inglés, Cycle 
Threshold) a una curva estándar externa, obteniendo así el número de copias en las 
muestras analizadas. 
Tabla 5-Componentes de la mezcla de reacción de la PCR. Cabe destacar que la solución madre de los 
cebadores estaba a una concentración de 20 µM, por lo que se utilizaron a una concentración final de 0,71 
µM. 
REACTIVO VOLUMEN 
ADN circulante 5.00 µl 
Mezcla LightCycler 480 SYBR Green I Master   10.00 µl 
Cebador sentido 0.30 µl 
(5´- CCACGGGAAACAGCAGTGAT-3’) 
 
Cebador antisentido 0.30 µl 
(5´- CTATTGACTTGGGTTAATCGTGTGA-3´) 
 
Agua libre de ARNasas 4.40 µl 
Volumen total 20.00 µl 
 
Tabla 6-Protocolo de amplificación utilizado para la reacción de PCR. 
Nº DE CICLOS DURACIÓN TEMPERATURA ETAPA 
1 10 min 95ºC Desnaturalización 
 10 sg 95ºC  
50 60 sg 62ºC Amplificación 
 5 sg 72ºC  
 5 sg 95ºC Melting 
1 60 sg 65ºC  
 5 sg 97ºC  
1 20 sg 95ºC Enfriamiento 
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Para el cálculo del número de copias de ADNmt se utilizó la siguiente fórmula: 
 
 
C =Número de copias de ADNmt en el sobrenadante del efluente (copias/ml) 
Q =Concentración de ADN obtenida en la RT-PCR 
V Elución =Volumen final de elución obtenido de la extracción de ADN (30 µl) 
V ADN =Volumen de ADN inicial utilizado para la PCR (5 µl) 
V efluente= es el volumen de dializado usado inicialmente para la extracción (1ml). 
 
Para normalizar los valores de los diferentes experimentos, se utilizó como 
calibrador una muestra de ADN circulante de concentración conocida obtenida a partir de 
la línea celular Met5A. 
2.4.3. Elaboración del calibrador de ADN mitocondrial 
Se llevó a cabo una extracción de ADN de 2x106 células de la línea Met5A con el 
objetivo de obtener una muestra de concentración conocida, para utilizarla como 
calibrador de la técnica y así controlar las posibles variaciones en la misma. 
Para ello, se utilizó el kit de extracción Invisorb spin tissue minikit (Invitek, 
Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. En primer lugar, se tripsinizaron las 
células y se contaron, centrifugándose a una velocidad de 1500 rpm durante 10 min, y 
descartándose el sobrenadante. Seguidamente, se añadieron 400 µl de buffer de lisis G y 
40 µl de proteinasa S al pellet, incubándose la mezcla 2 min a 54°C, y a continuación se 
centrifugó a 11000 rpm durante 2 min. El sobrenadante fue transferido a un tubo 
Eppendorf (Sigma) al que se añadieron 200 µl de Binding buffer A, tras lo cual se pasó la 
mezcla a través de una columna spin filter hasta un tubo recolector de 2 ml, incubándola 1 
min a temperatura ambiente. Tras centrifugarla 3 min a 12000 rpm, se eliminó el líquido 
del tubo recolector y  se añadieron 550 µl de buffer de lavado a la columna, 
centrifugándola a continuación durante 1 min a 11000 rpm. Una vez centrifugada, se 
descartó el líquido del tubo recolector y se centrifugó de nuevo la columna durante 4 min 
a máxima velocidad. Para finalizar, se insertó la columna en un Eppendorf y se añadieron 
100 µl de buffer de elución previamente calentado a 54°C. La muestra fue incubada 
durante 3 min a temperatura ambiente, y se centrifugó 1 min a 11000 rpm eluyendo así el 
ADN. Una vez obtenido el ADN, se llevó a cabo una PCR del mismo modo en que se 
indica en el apartado 2.4.2 (Cuantificación del ADN mitocondrial). Los valores de Ct 
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número de copias de ADNmt de la muestra, que a partir de este momento, se incluyó en 
todos los ensayos como control de la técnica.  
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3. ANÁLISIS PROTEICOS  
Los estudios de expresión proteica se llevaron a cabo mediante la técnica de 
Western blot, que consta de varias etapas descritas a continuación: extracción y 
cuantificación de proteínas a partir del extracto celular, separación según su peso 
molecular (Pm) mediante electroforesis en gel, transferencia del gel a la membrana, 
inmunodetección y  por último, cuantificación de la señal obtenida. 
3.1. EXTRACCIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE PROTEINAS  
La extracción proteica requiere una fase inicial de rotura celular, que difiere según 
el tipo celular, principalmente debido al soporte en el que están sembradas. En las células 
procedentes del efluente de pacientes en DP (placas de 48 pocillos), el extracto celular se 
obtuvo tripsinizándolas. En primer lugar, se lavaron con PBS y se incubaron con 100 µl 
de tripsina-0.05% EDTA durante 2 min a 37°C. A continuación, se inactivó la tripsina 
con 200 µl de medio de cultivo y las células se centrifugaron durante 10 min a 1500 rpm. 
Tras lavar el pellet obtenido con PBS, se centrifugó de nuevo durante 5 min a 1500 rpm, 
y se trató con 40 µl de buffer de lisis, cuya composición se indica en la Tabla 7. Sin 
embargo, en los estudios realizados en líneas celulares y células de omento (placas de 12 
pocillos), las células se lavaron con suero fisiológico y se lisaron añadiendo directamente 
40 µl de buffer de lisis a cada pocillo, raspando su superficie para facilitar 
mecánicamente la lisis celular y la recolección del lisado. La diferencia en la obtención 
del lisado se debe al pequeño tamaño de los pocillos en las placas de 48 pocillos, que 
imposibilita el raspado y por tanto, no favorecería la lisis celular ni la recolección del 
lisado mecánicamente, obteniendo como consecuencia una cantidad de proteína menor. 
 
Tabla 7-Composición del buffer de lisis celular para la extracción proteica. 
REACTIVOS VOLUMEN CASA COMERCIAL 
SDS al 10% 0.2 ml Sigma 
Glicerol 100% 0.2 ml Sigma 
Tris 1M-HCl pH 6.8 0.2 ml Sigma 
Agua destilada 0.4 ml Grifols 
PMSF 0.1 mM 10 µl Sigma 
Cóctel de inhibidores de proteasas 10 µl Sigma 
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A partir de este momento el procedimiento es el mismo, independientemente del 
tipo celular o soporte. El siguiente paso consistió en hervir las muestras con el buffer de 
lisis durante 5 min a 100°C, centrifugándose a continuación a 13000 rpm durante 10 min 
a 4°C. Seguidamente, el pellet obtenido fue desechado, y las proteínas se cuantificaron en 
el sobrenadante con un espectrofotómetro Nanodrop ND-1000 (Nanodrop, EEUU) 
midiendo la absorbancia a 280 nm. Finalmente, las muestras fueron congeladas a -80°C 
hasta el momento de su utilización. 
3.2. ELECTROFORESIS SDS-PAGE 
Las proteínas se separaron según su Pm mediante electroforesis en gel de 
poliacrilamida con dodecilsulfato sódico (SDS-PAGE, del inglés, Sodium Dodecyl Sulfate 
Polyacrylamide Gel Electrophoresis). La técnica de electroforesis permite la separación 
de moléculas cargadas que presentan diferencias de movilidad cuando se les somete a la 
acción de un campo eléctrico. En el caso de la electroforesis SDS-PAGE, la separación se 
lleva a cabo en función del tamaño de la proteína, lo que permite determinar su Pm al 
compararlo con un marcador de Pm conocido, que en nuestro caso fue el NZY Colour 
Protein Marker II (Nzytech, Portugal). Los geles empleados presentaron un grosor de 1.5 
mm y el porcentaje de poliacrilamida utilizado fue de 7.5%. El gel consta de dos fases, 
una superior concentradora o stacking, cuyo objetivo es concentrar las proteínas 
facilitando su entrada a la siguiente fase, denominada separadora o running, en la que va 
a tener lugar la separación de proteínas. La composición de ambas fases se recoge en las 
Tablas 8 y 9. 
De cada muestra, se preparó un extracto de 35 µg, al que se le añadió 1/3 de su 
volumen de una mezcla de 2-mercaptoetanol (Sigma) y buffer de carga Laemmli Sample 
Buffer 4x (Bio-Rad, EEUU), preparada en una proporción 1:10. El 2-mercaptoetanol se 
utiliza como un agente reductor, que asegura la correcta desnaturalización de las proteínas 
para que se desplacen a través del gel de manera uniforme. El buffer de carga confiere a 
las proteínas una coloración azul que permite visualizar su avance durante la 
electroforesis. La mezcla se hirvió a 95°C 5 min y luego se enfrió a 4°C durante 15 min. 
El gel se montó embebido en Running Buffer en un sistema Mini-Protean III (Bio-
Rad), cuya composición se describe en la Tabla 10. A continuación, se cargaron las 
muestras en los pocillos del gel, al cual se le aplicó una potencia de 35 mA durante 20 
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min para facilitar el desplazamiento de las proteínas hacia la fase de separadora. 
Finalmente, se aumentó la potencia a 45 mA hasta que las proteínas alcanzaron la parte 
inferior. 
 
Tabla 8-Composición del gel de electroforesis.  
FASE COMPOSICIÓN VOLUMEN 
CASA 
COMERCIAL 
  Acrilamida:Bis-acrilamida 19:1 1.675 ml Fisher Scientific 
  Agua destilada 4.755 ml Grifols 
Running o 
separadora 
Buffer B4x 3M pH 8.85 2.14 ml Tabla 9 
  APS 100 µl Sigma 
  TEMED 15 µl Sigma 
  Acrilamida:Bis-acrilamida 19:1 0.535 ml Fisher Scientific 
  Agua destilada 2.145 ml Grifols 
Stacking o 
concentradora 
Buffer C4x 0,5 M 0.89 ml Tabla 9 
  APS 23 µl Sigma 
  TEMED 7.5 µl Sigma 
 
 
Tabla 9.-Composición de los bufferes del gel de electroforesis. 
BUFFER COMPOSICIÓN CANTIDAD CASA COMERCIAL 
  Trizma base 181.71 g Sigma 
 
SDS 2 g Sigma 
 Buffer B4x 3M HCl Hasta pH 8.85 VWR 
  Agua destilada Hasta 500 ml Grifols 
  Trizma base 6.057 g Sigma 
 
SDS 400 mg Sigma 
 Buffer C4x 0.5 M HCl Hasta pH 6.8 VWR 
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Tabla 10.-Composición de los bufferes utilizados durante la electroforesis. La concentración de uso del 
running buffer y de lavado fue de 1x. 
BUFFER COMPOSICIÓN CANTIDAD CASA COMERCIAL 
  Trizma Base 1.51 g Sigma 
Running 10x Glicina 7.12 g Sigma 
 
SDS 10% 0.5 ml Sigma 
 
Agua destilada Hasta 500 ml Grifols 
 
Trizma Base 1.45 g Sigma 
Transferencia Glicina 0.73 g Sigma 
 
SDS 10% 0.94 ml Sigma 
 
Metanol 50 ml 
 
 
Agua destilada Hasta 250 ml Grifols 
 
Trizma Base 1.21 mg Sigma 
Lavado 10x NaCl 0,1 M 1.46 g Merck 
  Tween 20 0.1% 0.5 ml Merck 
  HCl Hasta pH 7.5 VWR 
  Agua destilada Hasta 500 ml Grifols 
 
3.3. TRANSFERENCIA SEMI-HÚMEDA  
Una vez separadas las proteínas por electroforesis, el gel se sumergió en buffer de 
transferencia, cuya composición se indica en la Tabla 10, en el que se mantuvo durante 
15 min a 4°C. A continuación, las proteínas fueron transferidas del gel a una membrana 
de polifluoruro de vinilideno (PVDF) Immobilon-P (Milipore, EEUU) con un tamaño de 
poro de 0.45 µm. Las membranas se adaptaron al tamaño del gel (generalmente 6 x 8 cm) 
y se activaron sumergiéndolas durante 5 min en metanol, 5 min en agua destilada y de 
nuevo 5 min en metanol, para finalmente sumergirlas en buffer de transferencia durante 
15 min a 4°C. También se utilizaron papeles absorbentes blot (Bio-Rad), que se 
sumergieron en buffer de transferencia durante 15 min a 4°C. Para llevar a cabo la 
transferencia se colocó el gel sobre la membrana en un Trans-blot semi-dry transfer cell 
(Bio-Rad), y se dispusieron entre los papeles absorbentes, aplicando un voltaje de 20 V 
durante 40 min. Una vez finalizado el proceso, se comprobó si la transferencia había sido 
correcta sumergiendo la membrana durante 2 min en Rojo Ponceau (Sigma), un colorante 
que presenta alta afinidad por las proteínas. 
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3.4. INMUNODETECCIÓN 
Con el fin de evitar uniones inespecíficas, se bloqueó la membrana sumergiéndola 
tampón de bloqueo durante 1 h a temperatura ambiente en agitación continua. En nuestro 
caso, este tampón está formado por leche (Sigma) diluida al 5% en buffer de lavado, cuya 
composición se indica en la Tabla 10. A continuación, se incubó la membrana con el 
anticuerpo primario diluido en el tampón de bloqueo overnight a 4°C en agitación 
continua. La información relativa a los anticuerpos primarios utilizados para la 
inmunodetección proteica se recogen en la Tabla 11. Las proteínas α-SMA y fibronecina 
se utilizaron como marcadores mesenquimales y la E-cadherina se usó como marcador 
epitelial en los estudios de TEM. Para comprobar que la carga de proteína fuese la misma 
en todos los pocillos se utilizó como control la proteína tubulina. 
 
Tabla 11. Anticuerpos utilizados.  
ANTICUERPO ANIMAL DE ORIGEN DILUCIÓN 
CASA 
COMERCIAL REFERENCIA 
α-SMA Ratón 1:1000 Sigma A5228 
E-Cadherina Ratón 1:1000 BD 610182 
Fibronectina Conejo 1:5000 Abcam ab2413 
Tubulina Ratón 1:5000 Sigma T5168 
 Anti-conejo Burro 1:5000 GE Healthcare LS NA934VS 
 Anti-ratón Cabra 1:2500 Santa Cruz F0115 
 
Tras la incubación del anticuerpo primario, se lavó la membrana 3 veces con buffer 
de lavado durante 5 min en agitación, y se incubó con el anticuerpo secundario  
correspondiente (Tabla 11), que va a reconocer las inmunoglobulinas (IgG) del animal en 
el que se ha desarrollado el anticuerpo primario. Esta incubación tuvo lugar durante 1 h a 
temperatura ambiente en agitación. Una vez incubada la membrana con el anticuerpo 
secundario, se lavó 3 veces durante 5 min con buffer de lavado y se utilizó el kit 
Luminata Classico Western HRP Sustrate (Millipore, EEUU) para detectar la banda 
proteica de interés. Se trata de un kit de revelado por quimioluminiscencia, que reacciona 
con la enzima unida al anticuerpo secundario desencadenando una reacción que emite una 
señal a 428 nm, que posteriormente fue detectada por una cámara de revelado LAS 3000 
(Fujifilm, Japón). 
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3.5. DENSITOMETRADO Y ANÁLISIS DE DATOS 
La cantidad de proteína detectada mediante Western Blot fue cuantificada 
utilizando el  programa informático Image J. El usuario selecciona la región de la banda 
manualmente y el programa transforma la intensidad de la señal en una región, cuya área 
es fácilmente cuantificable. Una vez obtenido el valor del área, ésta se corrigió 
dividiéndolo por el valor del control de carga y a continuación se expresó el resultado 
final como número de veces de la expresión respecto de la condición basal (1). 
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4. ESTUDIOS DE EXPRESIÓN GÉNICA 
Los estudios de expresión génica se llevaron a cabo mediante RT-PCR a tiempo 
real (del inglés, Real Time Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction), que 
requiere la extracción y cuantificación previa del ARN mensajero (ARNm), y su 
retrotranscripción a ADN complementario (ADNc).  
4.1. EXTRACCIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE ARNm 
La extracción de ARN a partir de estas células se llevó a cabo utilizando el reactivo 
TRIzol Reagent (Invitrogen), una solución monofásica de fenol e isotiocianato de 
guanidina que provoca la lisis celular protegiendo la integridad del ARN. Para realizar los 
estudios en células del efluente de pacientes en DP, primero se tripsinizaron y se trabajó 
con el pellet una vez lavado con PBS. Sin embargo, en el caso de las líneas celulares, la 
extracción se realizó directamente en la placa, tras dos lavados con suero fisiológico. Esta 
diferencia es debida a la toxicidad del reactivo utilizado para la lisis, que puede afectar a 
las células de otros pacientes sembradas en la misma placa. En primer lugar, los extractos 
celulares se incubaron con 100 µl de TRIzol durante 5 min en agitación, obteniéndose un 
lisado celular, al que se añadió cloroformo provocando la separación de una fase acuosa 
en la que se va a encontrar el ARNm. Tras recuperar la fase acuosa, se le añadió 
isopropanol para provocar la precipitación del ARN, que se lavó con etanol al 70% y al 
100%, dejándolo evaporar por completo. Finalmente, se resuspendió el pellet seco en 
agua libre de ARNasas (ThermoFisher scientific) precalentada a 55ºC y se incubó a la 
misma temperatura durante 10 min, manteniendo a continuación las muestras en hielo. 
La concentración de ARN se cuantificó mediante espectrofotometría con un 
Nanodrop ND-1000, midiendo su absorbancia a una longitud de onda de 260 nm. La 
pureza del ARNm fue determinada mediante el ratio entre su absorbancia a 260 y a 280 
nm (A260/280) que debe tomar un valor aproximado de 2. Valores inferiores son indicativos 
de contaminación del ARN con proteínas, compuestos fenólicos u otros contaminantes 
que absorben a la misma longitud de onda. Un segundo indicador de la pureza del ARN 
lo constituye el ratio A260/A230 cuyo valor ha de oscilar entre 2 y 2.2.  Valores inferiores a 
este ratio indican contaminación del ARN con fenoles u otros compuestos orgánicos 
procedentes de la extracción que absorben a 230 nm. 
Tras la obtención del ARN y la comprobación de su pureza, se procedió  al 
tratamiento de las muestras con Desoxiribonucleasa I (ADNasa I) (ThermoFisher 
Materiales y métodos 




scientific), que es una endonucleasa no específica que elimina posibles restos de ADN 
hidrolizando los enlaces fosfodiéster. Se utilizó una proporción de 1 µl de ADNasa I 
amplification grade 1 U/µl con 1 µl de tampón de reacción 10x (Tris-HCl pH 8.4 200 
mM, MgCl2 20 mM, KCl 500 mM) (Invitrogen) por cada µgr de ARN, llevándose la 
mezcla final a un volumen de 10 µl con agua libre de nucleasas. La reacción se llevó a 
cabo durante 15 min a temperatura ambiente y se detuvo añadiendo 1 µl de EDTA 25 
mM (pH 8) e incubando las muestras durante 10 min a 65ºC. 
4.2. RETROTRANSCRIPCIÓN DE ARNm A ADNc 
La síntesis y amplificación del ADNc a partir de muestras de ARN se llevó a cabo 
utilizando el kit SuperScript VILO MasterMix (ThermoFisher scientific) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. La mezcla del kit incluye RT SuperScript III, el inhibidor de 
ribonucleasa recombinante RNaseOUT, cebadores aleatorios, MgCl2 y dNTPs. Para llevar 
a cabo la retrotranscripción, se mezclaron 2 µl de SuperScript VILO MasterMix con el 
volumen de muestra correspondiente para 1 µgr de ARN y finalmente se completó la 
mezcla hasta un volumen final de 10 µl con agua libre de ARNasas. Esta mezcla se 
sometió a 25ºC 10 min, 42ºC 60 min y 85ºC 5 min. La muestra de ADNc obtenida fue 
diluida en una proporción 1/10  con agua libre de ARNasas y almacenada a -20ºC hasta 
su utilización. 
4.3. PCR A TIEMPO REAL 
La PCR permite detectar y cuantificar secuencias específicas mediante el uso de 
reporteros fluorescentes. El estudio de la expresión génica se realizó mediante PCR a 
tiempo real a partir de las muestras del ADNc obtenido, detectando el producto de 
amplificación mediante la utilización de sondas Taqman UPL Probe (Roche). Cada sonda 
se corresponde con un oligonucleótido específico para la secuencia del gen de interés, que 
está marcado con dos fluoróforos, un donador o reportero, unido al extremo 5´, y un 
aceptor o quencher, unido al extremo 3´. Mientras la hibridación no tiene lugar, la sonda 
fluorescente mantiene en estrecha unión los dos fluoróforos. Sin embargo, cuando la 
hibridación tiene lugar, la actividad exonucleasa 5´-3´ de la Taq polimerasa rompe la 
unión de los fluoróforos, haciendo que la fluorescencia emitida por el reportero sea 
liberada y capturada por el equipo. 
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La amplificación y la detección de la fluorescencia se llevó a cabo utilizando el 
LightCycler 480 II Instrument y la reacción tuvo lugar en placas opacas de 96 pocillos 
específicas para el equipo. En cada pocillo se añadieron 4 µl de ADNc a la mezcla 
indicada en la Tabla 12, obteniendo un volumen final de 10 µl.  
 
Tabla 12-Componentes de la mezcla de reacción de la PCR a tiempo real. Cabe destacar que la 
solución madre de los cebadores estaba a una concentración de 20 µM, por lo que los cebadores se 
utilizaron a una concentración final de 0,71 µM. 
REACTIVO VOLUMEN 
ADNc 4.00 µl 
Mezcla LightCycler® 480 Probes 
Master 
5.00 µl 
Cebador sentido (0.7 µM) 0.35 µl 
Cebador antisentido (0.7 µM) 0.35 µl 
Sonda 0.10 µl 
Agua libre de ARNasas 0.20 µl 
Volumen total 10.00 µl 
 
Una vez cargada la placa con la mezcla de la reacción y el ADNc, se llevó a cabo la 
PCR a tiempo real para cada gen analizado, siguiendo el protocolo de amplificación que 
se muestra en la Tabla 13. 
 
Tabla 13-Protocolo de amplificación utilizado para realizar la PCR a tiempo real. 
Nº DE CICLOS DURACIÓN TEMPERATURA ETAPA 
1 10 min 95ºC Preincubación 
 
10 sg 95ºC 
 
45 30 sg 60ºC Amplificación 
 
1 sg 72ºC 
 
1 20 sg 40ºC Enfriamiento 
 
El diseño de los cebadores utilizados para cada gen se llevó a cabo utilizando la 
herramienta de Roche Diagnostics y fueron manufacturados por Sigma. Las sondas 
Taqman UPL se diseñaron con la herramienta Universal Probe Library Design Center 
(Roche) y fueron expedidas por la misma casa. El diseño de los cebadores fue optimizado 
de modo que su longitud estuviese comprendida entre los 18 y 22 nucleótidos, y que su 
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temperatura de anillamiento o melting oscilase entre los 59 y los 60ºC. Además, se 
diseñaron con un contenido aproximado de guanina/citosina del 50% y un tamaño de 
amplicón cercano a 100 nucleótidos, siendo siempre inferior a los 120. 
La Tabla 14 muestra los genes analizados, así como los cebadores y sondas 
utilizados para cada caso. Para realizar estudios sobre la respuesta inflamatoria se analizó 
la expresión de los genes COX-2 e IL-8, mientras que para realizar los experimentos 
relacionados con el proceso de TEM se analizó el marcador mesenquimal fibronectina.  
 
Tabla 14-Cebadores y sondas UPL de los genes analizados. 
GEN CEBADOR SENTIDO CEBADOR ANTISENTIDO Sonda UPL 
COX-2 cttcacgcatcagtttttcaag tcaccgtaaatatgatttaagtccac #23 
IL-8 gagcactccataaggcacaaa atggttccttccggtggt #72 
FN gggagaataagctgtaccatcg tccattaccaagacacacacact #25 
TBP 1 gcccatagtgatctttgcagt cgctggaactcgtctcacta  #67 
 
La expresión de cada gen se normalizó utilizando como referencia TBP1, y la 
selección de este gen se llevó a cabo entre una batería de genes mediante un análisis 
GeNorm utilizando el programa Qbase+ (Biogazelle, Bélgica). Para su elección se tuvo 
en cuenta que los niveles de expresión fuesen similares a los de los genes de interés y que 
no se viesen modulados en ningún caso por los estímulos utilizados. Finalmente, cada 
muestra se amplificó por duplicado y los datos finales se expresaron como ratio de 
incremento respecto a la condición basal (normalizado a 1). 
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5. ELISA 
Se llevaron a cabo ensayos ELISA para cuantificar el fosfolípido PGE2 a partir del 
sobrenadante de los experimentos in vitro de interés, y la citoquina IL-6 en el 
sobrenadante del efluente de pacientes en DP. Para realizar los estudios in vitro, se 
sembró la totalidad de las células obtenidas del efluente de pacientes en DP repartidas por 
igual en 12 pocillos de una placa de 48, o una densidad de 60x103 células/pocillo en el 
caso de la línea Met5A. Tras el tiempo de depleción y estimulación, se recogió el 
sobrenadante de cada pocillo y se centrifugó a 1500 rpm durante 10 min, desechando el 
pellet para evitar la presencia de cualquier tipo celular en la muestra. Los sobrenadantes 
fueron almacenados a -80ºC hasta el momento de la determinación por ELISA. 
5.1. ELISA DE PGE2 
Para cuantificar el fosfolípido PGE2 se utilizó el kit Prostaglandin E2 ELISA-
monocolonal (Cayman Chemical, EEUU) siguiendo las instrucciones del fabricante.  Se 
trata de un ELISA basado en la competencia por una cantidad limitada de anticuerpo 
monoclonal anti-PGE2 entre la PGE2 libre en el sobrenadante de la muestra y la PGE2 
acetilcolinesterasa (AChE) conjugada que proporciona el kit. Para cada ensayo se realizó 
una curva patrón haciendo diluciones seriadas de una cantidad conocida de PGE2. El 
estudio se llevó a cabo en una placa de 96 pocillos tapizada con un anticuerpo antiratón, 
añadiendo a cada pocillo 50 µl del sobrenadante de interés, 50 µl de PGE2 AChE y 50 µl 
de anticuerpo monoclonal anti-PGE2 proveniente de ratón. A continuación se incubó la 
mezcla durante 18 h a 4ºC y se realizaron cinco lavados con 300 µl de buffer de lavado 
por pocillo, añadiendo posteriormente 200 µl de reactivo de Ellmans, que contiene el 
sustrato de la AChE. Tras una incubación de 60 min, se cuantificó la reacción 
colorimétrica mediante espectrofotometría a una absorbancia de 412 nm, utilizando el 
lector de placas Infinite 200 NanoQuant. Al tratarse de un ELISA competitivo la señal 
detectada es inversamente proporcional a la cantidad de PGE2 presente en la muestra, ya 
que la intensidad del color es proporcional a la cantidad de AChE unida al anticuerpo que 
tapiza al pocillo. El ensayo tiene una sensibilidad aproximada de 15 pg/ml, y tiene un 
rango de 7.8 a 1000 pg/ml. Los sobrenadantes de los experimentos realizados en la línea 
celular Met5A se utilizaron sin diluir, mientras que los sobrenadantes de experimentos 
con células procedentes del efluente peritoneal de pacientes en DP se diluyeron 
previamente en proporción 1/100, puesto que la expresión de PGE2 de las células 
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primarias era mucho mayor. Los resultados se expresaron en pg/ml de PGE2 extrapolando 
la absorbancia a los valores obtenidos a partir de la curva estándar. 
5.2. ELISA DE IL-6 
Para cuantificar la expresión de IL-6 en el sobrenadante de efluentes de pacientes 
en DP se utilizó el kit Human IL-6 Duoset ELISA (Bio-techne, EEUU) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. En primer lugar, la placa de 96 pocillos se revistió con una 
solución de anticuerpo de captura IL-6 proveniente de ratón (100 µl/pocillo), y se incubó 
18 h para asegurar su adhesión al plástico. Tras realizar tres lavados con buffer de lavado, 
los pocillos se bloquearon durante 1 h con BSA 1% diluido en PBS pH 7.2 (300 
µl/pocillo) para evitar uniones inespecíficas. Tras lavar de nuevo tres veces, se incubaron 
las muestras y la curva patrón durante 2 h (100 µl/pocillo) y se realizaron dos lavados. A 
continuación, se añadió el anticuerpo biotinilado de detección anti-IL-6 realizado en 
cabra (100 µl/pocillo) incubándolo 2 h a temperatura ambiente. Tras lavar los pocillos 
tres veces, se añadió un conjugado enzimático de estreptavidina (que se utiliza para 
detectar moléculas biotiniladas) y peroxidasa de rábano picante (HRP, del inglés, 
horseradish-peroxidase) incubándolo 20 min a temperatura ambiente en oscuridad. 
Seguidamente, se realizaron dos lavados y se incubaron los pocillos con la solución 
sustrato (100 µl/pocillo) durante 20 min en oscuridad, que contiene una proporción 1:1 de 
H2O2 y tetrametilbencidina. Finalmente, se añadió H2SO4 2 N para parar la reacción (50 
µl/pocillo) y se determinó la densidad óptica mediante espectrofotometría a 450 nm. Para 
cada ensayo se realizó una curva patrón haciendo diluciones seriadas de una cantidad 
conocida de IL-6, expresándose los resultados en pg/ml y extrapolando la absorbancia a 
los valores obtenidos a partir de la curva estándar (rango 8-1000 pg/ml).  
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6. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Los datos se expresaron en las unidades correspondientes como la media±error 
estándar (EEM) o como la media del porcentaje de variación±EEM respecto a la 
condición basal. Los análisis estadísticos fueron llevados a cabo utilizando la versión 5 
del software estadístico GraphPad PRISM (GraphPad Software, EEUU) utilizando el test 
no paramétrico de Mann-Whitney. Para las comparaciones múltiples se empleó el análisis 
de la varianza ANOVA de una vía seguido de un post-test de Tukey. El análisis de datos 
de función mitocondrial y ADNmt se llevó a cabo con la versión 20 del software IBM 
SPSS Stadistic. Las correlaciones fueron analizadas mediante el test de Spearman. Las 
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A. ANÁLISIS EX VIVO DE LA FUNCIÓN 
MITOCONDRIAL EN CÉLULAS MESOTELIALES 
PROCEDENTES DEL EFLUENTE DE PACIENTES EN 
DIÁLISIS PERITONEAL Y SU RELACIÓN CON LA 
FUNCIÓN PERITONEAL 
La mitocondria podría desempeñar un papel principal en el daño peritoneal que 
determina el fracaso de ultrafiltración en pacientes sometidos a diálisis peritoneal (DP). 
En este estudio, se evaluó la función mitocondrial de las células procedentes del efluente 
peritoneal de estos pacientes empleando dos aproximaciones: la determinación del 
potencial de membrana mitocondrial y el nivel de superóxido mitocondrial, que fueron 
analizados en base al estado de transición epitelio-mesenquimal (TEM) y al tiempo de los 
pacientes en DP. Además, se cuantificó el número de copias de ADNmt en el 
sobrenadante de los efluentes de DP, evaluando su relación con la función peritoneal.  
1. CARACTERÍSTICAS DE LA POBLACIÓN DE ESTUDIO  
El estudio ex vivo se realizó a partir de 270 efluentes peritoneales de pacientes en 
DP recolectados a lo largo de 3 años, desde el 9/12/2015 hasta el 15/03/2019. Las 
muestras de los pacientes fueron clasificadas según el tiempo en DP en primeras 
conexiones (tiempo 0) o PET (del inglés, Peritoneal equilibration test), siendo el tiempo 
medio en tratamiento de 18.5±26.7 meses (rango 2-168). Los PET, a su vez, se 
subclasificaron en incidentes y prevalentes, según llevasen en DP un número menor o 














1ª conexión TDP=0 
Tiempo en DP 
Resultados 




La edad media de los pacientes fue de 63.6 (rango 18-91) con un 61% de varones y 
un 39% de mujeres. El IMC medio fue de 28.7 en el caso de los hombres, y de 27.4 en el 
de las mujeres. Los pacientes que presentaban algún proceso infeccioso fueron excluidos 
del estudio hasta su completa recuperación. 
2. ANÁLISIS EX VIVO DE LA EXPRESIÓN PROTEICA DE 
MARCADORES DE TRANSICIÓN EPITELIO-MESENQUIMAL 
En primer lugar, las células procedentes del efluente de pacientes en DP se 
cultivaron en placas de 48 pocillos hasta alcanzar la confluencia, y se clasificaron según 
su fenotipo mediante microscopía óptica, en epitelial, fibroblástico o mixto; siendo 
únicamente las empleadas en los experimentos posteriores, aquellas que mostraban un 
fenotipo puro epitelial o fibroblástico (Figura 22).  
Figura 22-Imágenes de células peritoneales procedentes del efluente de pacientes en DP tomadas por 
microscopía óptica (Objetivo 10X) A.-Fenotipo epitelial. B.-Fenotipo fibroblástico.  
 
Para corroborar esta clasificación, se analizó la expresión proteica de algunos de los 
principales marcadores de TEM mediante Western blot, estudiando la expresión del 
marcador mesenquimal fibronectina y del marcador epitelial E-cadherina, utilizando 
como control de carga la tubulina en ambos casos.  
En la Figura 23 se observa que las células con fenotipo epitelial mostraron una 
expresión positiva de E-cadherina (0.45±0.07), la cual fue prácticamente inexistente en 
aquellas células con fenotipo fibroblástico (0.03±0.02; P≤0.01). Por el contrario, la 
expresión de fibronectina en las células con fenotipo epitelial fue mínima (0.05±0.01), y 
aumentó de manera significativa (P≤0.01) en las células con fenotipo fibroblástico 
(0.95±0,42). 
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Figura 23-Expresión proteica de fibronectina y E-cadherina en células mesoteliales del efluente de pacientes en 
DP. Las células peritoneales humanas se sembraron en placas de 48 pocillos y se clasificaron según su fenotipo en 
epitelial (n=9) y fibroblástico (n=4). Tras la extracción proteica, se realizó mediante Western blot un análisis de la 
expresión del marcador mesenquimal fibronectina y del marcador epitelial E-cadherina A.-Imagen resultado del 
Western blot, en el que se cargaron 30 µg de proteína/pocillo y se utilizó la tubulina como control de carga. B.-
Representación gráfica de la media±EEM de la expresión de marcadores de TEM obtenida mediante Western Blot. 
(**P≤0.01 Expresión de E-cadherina en células con fenotipo fibroblástico vs células con fenotipo epitelial; ## P≤0.01 
Expresión de fibronectina en células con fenotipo fibroblástico vs células con fenotipo epitelial). 
 
Por tanto, la clasificación de las células según su estado de TEM realizada por 
microscopía óptica es válida, puesto que se corresponde con la pérdida de la expresión 
proteica de marcadores epiteliales y el aumento del nivel de marcadores mesenquimales.  
3. EVALUACIÓN EX VIVO DE ESPECIES REACTIVAS DE 
OXÍGENO MITOCONDRIALES  
Tras clasificar las células procedentes del efluente de pacientes en DP según su 
fenotipo mediante microscopía óptica, se empleó el fluoróforo MitoSOXred para medir el 
nivel de superóxido mitocondrial por citometría de flujo.  
Como muestra la Figura 24, se observó un aumento significativo (P≤0.01) de la 
producción de ROS mitocondriales en las células procedentes del efluente de DP con 
fenotipo fibroblástico (11.0±1.4), en comparación con las que presentaron fenotipo 
epitelial (7.8±0.6). Como control positivo de la técnica se utilizó Antimicina A (40 
µg/ml) durante 5 min (33.7±3.6). 
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Figura 24-Producción de ROS mitocondriales en células mesoteliales del efluente de pacientes en DP según su 
fenotipo. Las células se sembraron en placas de 48 pocillos y se clasificaron según su fenotipo en epitelial (n=62) y 
fibroblástico (n=16). A continuación, se analizó el nivel de ión superóxido mediante citometría de flujo tras una 
incubación de 30 min con el fluoróforo MitoSOXred. La gráfica representa la media±EEM de la intensidad de 
fluorescencia (**P≤0.01). 
 
El siguiente paso fue evaluar la evolución del nivel de ROS mitocondriales a lo 
largo del tiempo en diálisis, observándose una tendencia al aumento en las muestras PET 
(8,9±5.9) al compararlas con las muestras correspondientes a las primeras conexiones 









Figura 25-Producción de ROS mitocondriales en células mesoteliales procedentes del efluente de pacientes en DP 
según el tiempo en diálisis. Las células peritoneales humanas de primeras conexiones (n=13) y de análisis PET (n=59) 
se cultivaron en placas de 48 pocillos y se analizó el nivel de ión superóxido mediante citometría de flujo tras incubar 
las células durante 30 min con el fluoróforo MitoSOXred. La gráfica muestra la media±EEM de la intensidad de 
fluorescencia. 
 
Estos resultados muestran que las células peritoneales del efluente de los pacientes 
en DP presentan una disfunción mitocondrial durante el proceso de fibrosis y a lo largo 
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4. ANÁLISIS EX VIVO DEL POTENCIAL DE MEMBRANA 
MITOCONDRIAL  
Para continuar con la evaluación de la implicación de la mitocondria en el proceso 
de fibrosis, se estudió el potencial de membrana mitocondrial de las células mesoteliales 
peritoneales procedentes del efluente de pacientes en DP mediante citometría de flujo, 
empleando el fluoróforo TMRM. De nuevo, se sembraron las células en placas de 48 
pocillos y se clasificaron según su fenotipo mediante microscopía óptica. Como se 
muestra en la Figura 26, se observó un descenso significativo (P≤0.01) del potencial de 
membrana mitocondrial en las células con fenotipo fibroblástico respecto de las  células 










Figura 26-Potencial de membrana mitocondrial en células mesoteliales procedentes del efluente de pacientes en 
DP según su fenotipo. Las células se cultivaron en placas de 48 pocillos, se clasificaron según su fenotipo en epitelial 
(n=62) y fibroblástico (n=17) y se analizó el potencial de membrana mitocondrial mediante citometría de flujo tras 
incubar las células durante 30 min con el fluoróforo TMRM. La gráfica muestra la media±EEM de la intensidad de 
fluorescencia (**P≤0.01). 
 
Asimismo, se analizó el potencial de membrana mitocondrial según el tiempo en 
diálisis, observándose un descenso en las células procedentes de análisis PET (234±10) 


























































Figura 27-Potencial de membrana mitocondrial en células mesoteliales procedentes del efluente de pacientes en 
DP según el tiempo en diálisis. Las células procedentes del efluente de primeras conexiones (n=13) y de análisis PET 
(n=60) se sembraron en placas de 48 pocillos y se analizó el potencial de membrana mitocondrial mediante citometría 
de flujo tras incubar las células durante 30 min con el fluoróforo TMRM. La gráfica muestra la intensidad de 
fluorescencia de TMRM y representa la media±EEM. 
 
Así, se observa que las células peritoneales de los pacientes sufren un daño 
mitocondrial durante la fibrosis y a lo largo del tratamiento en DP, que origina la 
despolarización de su membrana mitocondrial.  
5. NIVELES DE ADN MITOCONDRIAL EN EL EFLUENTE DE 
PACIENTES EN DIÁLISIS PERITONEAL  
Tras demostrar que el cambio de fenotipo que la célula mesotelial peritoneal sufre 
en respuesta a la DP, que se caracteriza por perder su fenotipo epitelial y adquirir 
características miofibroblásticas, se asocia con un daño mitocondrial vinculado con la 
despolarización de su membrana mitocondrial y la producción de ROS mitocondriales, en 
este apartado se pretende profundizar en el daño mitocondrial que las células de la 
cavidad peritoneal podrían sufrir. Para ello, se analizó el número de copias de ADNmt 
presente en el sobrenadante del dializado. El análisis se llevó a cabo realizando una 
extracción de ADN circulante del sobrenadante del efluente de 246 pacientes en DP con 
el Kit Danagen Circulating Minikit, cuantificándose a continuación el contenido de 
ADNmt mediante PCR analizando la expresión del gen ribosomal mitocondrial 12S. 
Como se muestra en la Figura 28, se observó un incremento significativo 
(P≤0.001) del número de copias de ADNmt en los sobrenadantes de las muestras de 
pacientes procedentes de las primeras conexiones (1792±770) en comparación con las 
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Figura 28-Número de copias de ADNmt en el sobrenadante del efluente peritoneal de pacientes en DP según el 
tiempo en diálsis. Tras centrifugar el dializado a 1500 rpm 10 min, se recogió 1 ml de sobrenadante del cual se extrajo 
el ADN circulante. Posteriormente, se cuantificó el ADNmt mediante PCR. La gráfica muestra la media±EEM del 
número de copias de ADNmt en primeras conexiones (n=62) y análisis PET (n=184) (***P≤0.001). 
 
Inicialmente, cabría esperar el resultado contrario, y observar un incremento 
tiempo-dependiente del número de copias de ADNmt en el dializado de los pacientes en 
DP. Sin embargo, el aumento inicial del nivel de ADNmt observado en las primeras 
conexiones, cobra sentido si se relaciona con una respuesta aguda del peritoneo al daño 
tisular provocado por la inserción del catéter de diálisis. Así, al cicatrizar el peritoneo, se 
observaría una disminución de la respuesta y, por tanto, del daño mitocondrial agudo. Por 
ello, y como se detalla en el siguiente apartado, para evitar la interferencia de este daño 
inicial, el siguiente análisis se llevó a cabo utilizando únicamente las muestras 
correspondientes a los pacientes prevalentes (más de 4 meses en diálisis).  
6. CORRELACIÓN ENTRE ADN MITOCONDRIAL Y FUNCIÓN 
PERITONEAL 
Tras comprobar que durante la DP las células procedentes del efluente de los 
pacientes presentaban alteraciones en su función mitocondrial, se estudió su posible 
relación con la capacidad dializante del peritoneo. Con este fin, se realizó un análisis de 
correlación entre el número de copias de ADNmt en el sobrenadante del dializado y la 
función peritoneal de los pacientes en DP, representada en este caso por el parámetro D/P 
creatinina. Como se indica en el apartado anterior, inicialmente tiene lugar un incremento 
de ADNmt libre en el dializado, por lo que para realizar este estudio se utilizaron 
únicamente muestras de pacientes prevalentes, descartando así el ADNmt consecuencia 
del daño quirúrgico de la inserción del catéter. Tras analizar los datos, se obtuvo una 






















de copias de ADNmt y los niveles de D/P creatinina en los pacientes que llevaban más de 













Figura 29-Gráfico de correlación entre ADNmt y función peritoneal. El gráfico de dispersión muestra una 
correlación positiva entre el número de copias de ADNmt y los niveles de D/P creatinina en 124 pacientes que llevaban 
más de 4 meses en DP (Rho de Spearman=0.309, P≤0.01). 
 
Los resultados obtenidos en este primer bloque evidencian la implicación de la 
mitocondria en el proceso de TEM en las células procedentes del efluente peritoneal de 
pacientes en DP. La TEM fue confirmada mediante observación directa por microscopía 
óptica y se constató a través de un estudio proteico de marcadores típicos. La disfunción 
mitocondrial observada en las células que experimentaron el proceso de TEM, se vio 
caracterizada por un aumento del nivel de ROS mitocondriales y una disminución del 
potencial de membrana mitocondrial. Además, se observó un daño mitocondrial agudo en 
las primeras conexiones evidenciado por el aumento del número de copias de ADNmt 
libre en el sobrenadante del dializado, que podría ser consecuencia de la cirugía de 
inserción del catéter. Por último, se observó una correlación positiva entre el número de 
copias de ADNmt en el sobrenadante del efluente de pacientes prevalentes y los niveles 
de D/P creatinina, surgiendo así un posible biomarcador de la función peritoneal y por 
tanto una posible diana terapéutica. En resumen, se confirmó ex vivo la implicación de la 
disfunción mitocondrial en el proceso de TEM, por lo que cobra sentido profundizar en el 
estudio in vitro de las vías implicadas, cuyos resultados se muestran a continuación. 
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B. ANÁLISIS IN VITRO DE LA IMPLICACIÓN DE LA 
MITOCONDRIA EN LA RESPUESTA PATOLÓGICA DE 
LA CÉLULA MESOTELIAL HUMANA 
Los resultados ex vivo obtenidos hasta ahora confirmaron la implicación de la 
disfunción mitocondrial en la TEM que sufren las células peritoneales humanas durante el 
proceso de diálisis. A continuación, se evaluó in vitro el efecto del LD y de los 
mediadores inflamatorios sobre la disfunción mitocondrial de la célula mesotelial humana 
y la implicación de la disfunción mitocondrial en la respuesta patológica de la célula 
mesotelial humana, analizando su repercusión en la respuesta inflamatoria y en el proceso 
de TEM.  
1. EFECTO DE LA EXPOSICIÓN AL LÍQUIDO DE DIÁLISIS 
SOBRE EL POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL 
 Los LD son bioincompatibles y como consecuencia, generan un daño en la 
membrana peritoneal durante el tratamiento con DP que implica procesos inflamatorios, 
angiogénicos y fibróticos. Tras observar ex vivo que las células peritoneales presentaban 
una despolarización de la membrana mitocondrial durante el proceso de TEM, se evaluó 
la hipótesis de que esta alteración tuviese lugar como respuesta al contacto con el LD. 
Para ello, se testó el efecto de la exposición al LD sobre el potencial de membrana 
mitocondrial en la línea celular MeT5A.  
Como se muestra en la Figura 30, el contacto de las células con el LD provocó una 
despolarización significativa del potencial de membrana mitocondrial (P≤0.01). Como 
control positivo, las células se estimularon durante 1 h con FCCP (10 µM), que desacopla 























Figura 30-Efecto de la exposición de la línea celular MeT5A al LD sobre el potencial de membrana mitocondrial. 
Se sembraron 30000 células/pocillo en placas de 24 pocillos, se deplecionaron 48 h y se estimularon durante 20 min 
con el LD. A continuación, se estimularon 6 h con una dilución ½ del LD y se incubaron durante 30 min con el 
fluoróforo TMRM. Finalmente, se tripsinizaron y se midió su fluorescencia mediante citometría de flujo. La gráfica 
representa la media±EEM de la intensidad de fluorescencia de TMRM (n=6) (### P≤0.001 vs basal). 
 
Estos resultados indican que la exposición al LD puede provocar en las células 
disfunción mitocondrial durante el tratamiento.  
2. ANÁLISIS IN VITRO DE LA IMPLICACIÓN DE LA IL-1ß EN LA 
DISFUNCIÓN MITOCONDRIAL DE LA CÉLULA MESOTELIAL 
HUMANA 
2.1. EFECTO DE LA IL-1ß SOBRE EL POTENCIAL DE MEMBRANA 
MITOCONDRIAL 
La respuesta inflamatoria que las células mesoteliales pueden sufrir como resultado 
de la exposición a los LD produce una gran variedad de mediadores proinflamatorios, 
entre los que destaca IL-1ß. Por este motivo, se utilizó esta citoquina para evaluar in vitro 
la actividad mitocondrial en las células peritoneales durante la respuesta inflamatoria en 
el contexto de la DP. Para llevar a cabo este estudio, se emplearon las células procedentes 
del efluente de 7 pacientes con fenotipo epitelial, para así simular la respuesta de un 
peritoneo sano.  
Como se muestra en la Figura 31, la IL-1ß produjo una reducción significativa del 
potencial de membrana mitocondrial (P≤0.05). El control positivo de despolarización 
mitocondrial FCCP (10 µM, 1 h) indujo una disminución de la fluorescencia de 
aproximadamente 58.9% respecto a la condición basal. 
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Figura 31-Efecto de la citoquina IL-1ß sobre el potencial de membrana mitocondrial en las células mesoteliales 
procedentes del efluente de pacientes en DP. Las células peritoneales se cultivaron en placas de 48 pocillos, se 
deplecionaron overnight y se estimularon con IL-1ß (1 ng/ml) durante 12 h. Finalmente, se incubaron 30 min con el 
fluoróforo TMRM para medir por citometría de flujo el potencial de membrana mitocondrial. El estudio se realizó con 
células de fenotipo epitelial procedentes del efluente de 7 pacientes en DP.  La gráfica representa la media±EEM de la 
intensidad de fluorescencia de TMRM (# P≤0.05, ### P≤0.001 vs basal). 
 
Por tanto, la respuesta inflamatoria inducida por IL-1ß provocó alteraciones en la 
actividad mitocondrial de las células mesoteliales humanas en cultivo. Para ahondar en 
esta disfunción, a continuación, se llevó a cabo un estudio más exhaustivo del 
funcionamiento de la mitocondria en presencia de IL-1ß en las células mesoteliales 
humanas. 
2.2. EFECTO DE LA IL-1ß SOBRE EL METABOLISMO MITOCONDRIAL 
Debido a la limitación que supone trabajar con células primarias procedentes del 
efluente de pacientes en DP, los siguientes experimentos in vitro se realizaron en líneas 
celulares mesoteliales inmortalizadas. Se evaluaron los parámetros típicos de 
metabolismo mitocondrial analizando la tasa de consumo de oxígeno u OCR mediante el 
analizador Seahorse XFp, llevándose a cabo un test de estrés mitocondrial.  
La Figura 32 muestra la evolución de la OCR a lo largo del tiempo en respuesta a 
los inhibidores utilizados. En ella se observa una disminución de la tasa de respiración 
mitocondrial en las células mesoteliales que se encuentran en un ambiente inflamatorio, 





































































Figura 32-Efecto de la IL-1ß sobre la tasa de consumo de oxígeno a lo largo del tiempo en la línea celular 
MeT5A. Se cultivaron 20000 célula/pocillo por triplicado para cada condición, tratando las células con IL-1ß (5 ng/ml) 
durante 6 h y analizando la OCR mediante Seahorse XFp. La gráfica representa la media±EEM de la OCR (n=3). 
 
Cuando desglosamos la tasa de consumo de oxígeno correspondiente a la 
respiración mitocondrial basal y la destinada a la producción de ATP (Figura 33) 
observamos que en ambos casos la presencia de IL-1ß provoca que las células presenten 
una tasa de respiración mitocondrial menor y que destinen una menor OCR a la 
producción de ATP, lo que implica que estas células presentan una menor capacidad para 
cubrir sus necesidades energéticas. 
Figura 33-Efecto de la IL-1ß sobre la respiración mitocondrial basal y la OCR destinada a la producción de ATP 
en la línea celular MeT5A. Se cultivaron 20000 células/pocillo en miniplacas de 8 pocillos y se estimularon con IL-1ß 
(5 ng/ml) durante 6 h midiendo mediante Seahorse (A) la OCR correspondiente a la respiración mitocondrial basal y 
(B) la destinada a la producción de ATP mitocondrial. Ambas gráficas epresentan la media±EEM de la tasa de 













































A B Respiración mitocondrial basal OCR destinado a producción de ATP 

















OLI FCCP ROT/AA 
iempo (min) 
   Resultados  
   
 97 
Asimismo, la Figura 34 A muestra que la tasa máxima de respiración en las células 
tratadas con la citoquina inflamatoria IL-1ß experimentó un descenso (47.4±15.1) en 
comparación con las células sin tratamiento (76.1±20.7). Por último, cuando se calculó la 
capacidad respiratoria de reserva, que indica la competencia de la célula para responder a 
una demanda energética, se aprecia una disminución en las células tratadas con IL-1ß 









Figura 34-Efecto de la IL-1ß sobre la respiración máxima y la capacidad respiratoria de reserva en la línea 
celular MeT5A. Se cultivaron 20000 células/pocillo en miniplacas de 8 pocillos y se estimularon con IL-1ß (5 ng/ml) 
durante 6 h. Mediante Seahorse se midió la OCR correspondiente a (A) la respiración máxima y (B) a la capacidad 
respiratoria de reserva. Ambas representan la media±EEM de la tasa de consumo de oxígeno de 3 experimentos 
independientes. 
 
Aunque en este apartado no se obtuvieron diferencias significativas debido al bajo 
número de experimentos, se puede apreciar una tendencia global en la que se muestra que 
en una situación de estrés inflamatorio inducido por la presencia de IL-1ß, las 
mitocondrias de las células mesoteliales presentan un peor funcionamiento.  
A continuación, se analizó la función glucolítica celular a través de la tasa de 
acidificación extracelular (ECAR). Como se puede observar en la Figura 35, el patrón 
basal se repite en las células que han sido estimuladas con IL-1ß, pero en ellas se aprecia 
una ligera disminución de la ECAR en comparación con los valores obtenidos en la 
condición basal. El descenso de la ECAR se traduce en que las células obtienen una 
menor cantidad de energía mediante la vía glucolítica. Este hecho, junto con la 
disminución de la tasa de respiración mitocondrial en las células estimuladas con IL-1ß, 
implica que el metabolismo celular se reduce durante la respuesta inflamatoria, y como 
consecuencia la producción de energía disminuye. 




























































Figura 35-Efecto de la IL-1ß sobre la tasa de acidificación extracelular a lo largo del tiempo en la línea celular 
MeT5A. Se cultivaron 20000 célula/pocillo por triplicado para cada condición, se estimularon con IL-1ß (5 ng/ml) 
durante 6 h y se midió la ECAR mediante Seahorse XFp.La gráfica representa la media±EEM de la ECAR (n=3). 
 
En conjunto, los resultados in vitro obtenidos en este bloque demuestran que las 
mitocondrias de las células mesoteliales sufren alteraciones en respuesta a la citoquina 
proinflamatoria IL-1ß, generando en ellas una disfunción mitocondrial. 
3. EFECTO DE LA DISFUNCIÓN MITOCONDRIAL SOBRE EL 
PROCESO INFLAMATORIO DE LA CÉLULA MESOTELIAL 
HUMANA EN CULTIVO 
Hasta ahora hemos comprobado (1) ex vivo la implicación de la mitocondria en el 
proceso de TEM que sufren las células mesoteliales procedentes del efluente peritoneal 
de pacientes en DP, e (2) in vitro la capacidad de mediadores proinflamatorios como la 
IL-1ß, responsables de la inflamación crónica que sufren las células peritoneales humanas 
durante el proceso de diálisis de inducir disfunción mitocondrial. Por este motivo, el 
siguiente objetivo fue analizar in vitro el efecto de la disfunción mitocondrial sobre la 
respuesta inflamatoria de la célula mesotelial humana. En este apartado se comprobó, en 
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3.1. VALORACIÓN DE LA LÍNEA CELULAR MeT5A PARA LA INDUCCIÓN 
DE LA RESPUESTA INFLAMATORIA 
La validez de la línea celular mesotelial humana MeT5A para desarrollar una 
respuesta inflamatoria se evaluó analizando la expresión génica de algunos de los 
mediadores inflamatorios más comunes y relevantes en la fisiopatología de la membrana 
peritoneal (COX-2, PGE2 e IL-8) en respuesta a las citoquinas proinflamatorias IL-1ß y 
TNF-α. 
En primer lugar, se evaluó el efecto de dosis crecientes de IL-1ß sobre la expresión 
de ARNm de COX-2 en las células MeT5A tras una incubación de 6 h. Como se observa 
en la Figura 36 A, IL-1ß provocó un incremento significativo de la expresión de ARNm 
de COX-2 de manera dosis-dependiente. De forma similar, IL-1ß indujo un aumento 
significativo dosis-dependiente en la expresión génica de IL-8 tras 6 h de estimulación 





Figura 36-Expresión génica de COX-2 e IL-8 en respuesta a IL-1ß en la línea celular MeT5A. Se cultivaron 60000 
células/pocillo en placas de 12 pocillos, se deplecionaron durante 48 h y se estimularon con IL-1ß a dosis de 0.1, 1 y 5 
ng/ml durante 6 h. Finalmente se midió la expresión de COX-2 (A) e IL-8 (B) mediante RT-PCR (n=9). Las gráficas 
muestran la media±EEM del incremento relativo de la expresión de ARNm (### P≤0.001 vs basal). 
 
También quisimos analizar el incremento en la expresión génica de COX-2 e IL-8 
en función del tiempo de incubación y utilizando como estímulo el TNF-α. En la Figura 
37, podemos observar que las células MeT5A a las 6 h de incubación con 1 ng/ml de 
TNF-α ya presentan un incremento significativo en la expresión de IL-8, mientras que 




















































































































Figura 37-Expresión génica de COX-2 e IL-8 inducida por TNF-α en la línea celular MeT5A. Se sembraron 60000 
células/pocillo en placas de 12 pocillos, se deplecionaron durante 48 h y se trataron con TNF-α (1 ng/ml) durante 6, 12 
y 18 h. Finalmente se midió la expresión de COX-2 (A) e IL-8 (B) mediante RT-PCR. Las gráficas muestran la 
media±EEM del incremento relativo de la expresión de ARNm de COX-2 (n=4) e IL-8 (n=6) (# P≤0.05, ### P≤0.001 
vs basal). 
 
Ya que PGE2 es el principal producto inflamatorio que resulta de la actividad 
enzimática de COX-2, se midieron los niveles de esta prostaglandina mediante ELISA en 
los sobrenadantes de las células MeT5A estimuladas durante 18 h con IL-1ß o TNF-α. 
Como se observa en la Figura 38, la estimulación con IL-1ß y TNF-α durante 18 h 











Figura 38-Producción de PGE2 en respuesta a IL-1ß y TNF-α en la línea celular MeT5A. Se sembraron 60000 
células/pocillo en placas de 12 pocillos hasta alcanzar un 80% de confluencia, se deplecionaron durante 48 h y se 
trataron con IL-1ß y TNF-α (1 ng/ml) durante 18 h. La gráfica muestra la media±EEM del incremento relativo de la 
producción de PGE2 en respuesta a IL-1ß (n=2) y a TNF-α (n=3) medida en el sobrenadante mediante ELISA (# P≤0.05 
vs basal). 
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En base a los resultados obtenidos en este apartado, podemos afirmar que la línea 
celular mesotelial humana MeT5A es válida para llevar a cabo estudios sobre la respuesta 
inflamatoria, puesto que en respuesta a IL-1ß y TNF-α incrementa la expresión génica de 
mediadores inflamatorios involucrados en el proceso patológico que sufre la membrana 
peritoneal durante la diálisis. 
3.2. EFECTO DE LA DISFUNCIÓN MITOCONDRIAL SOBRE LA 
EXPRESIÓN DE MEDIADORES INFLAMATORIOS 
Para evaluar los efectos de la disfunción mitocondrial, se indujo la deficiencia en 
las mitocondrias de las células mesoteliales mediante su exposición a dos inductores 
clásicos de disfunción mitocondrial: oligomicina y paraquat. El primero es un inhibidor 
químico que interacciona con la subunidad de la ATP sintasa impidiendo la síntesis de 
ATP, y en consecuencia bloqueando el transporte electrónico, lo que finalmente conduce 
al colapso mitocondrial. El segundo, también conocido como diclorhidrato de metil 
viologen, es un prooxidante mitocondrial. 
3.2.1. Viabilidad celular tras el tratamiento de la línea celular MeT5A con los 
inductores de disfunción mitocondrial 
En primer lugar, y dado que los estímulos empleados para inducir disfunción 
mitocondrial pueden alterar la viabilidad celular e inducir procesos de muerte, se llevó a 
cabo un análisis de supervivencia con azul tripán, según se detalla en Materiales y 






Figura 39-Ensayo de viabilidad con azul tripán tras el tratamiento con inductores de disfunción mitocondrial en 
la línea celular MeT5A. Se sembraron 25000 células/pocillo en placas de 48 pocillos, se deplecionaron 48 h y se 
estimularon 24 h con los inductores de disfunción mitocondrial (A) oligomicina y (B) paraquat. Las gráficas muestran 










































Tras el ensayo se seleccionó la dosis de trabajo de cada compuesto utilizando la 
concentración máxima que no afectase a la supervivencia celular. Así, se escogió la dosis 
de 10 µg/ml para la oligomicina y la concentración de 1 mM en el caso del paraquat. 
3.2.2. Expresión de COX-2  
A continuación, se evaluó in vitro el efecto de la disfunción mitocondrial sobre la 
expresión de ARNm de COX-2 en las células mesoteliales humanas MeT5A incubadas 
con oligomicina (10 µg/ml) o paraquat (1 mM) durante 6 y 18 h. Como se observa en la 
Figura 40, el tratamiento con los inhibidores de la CRM indujo la expresión génica de 
COX-2, alcanzando la máxima respuesta en ambos casos tras 6 h de estimulación. Como 









Figura 40-Efecto de la disfunción mitocondrial sobre la expresión génica de COX-2 en la línea celular MeT5A. 
Se cultivaron 60000 células/pocillo en placas de 12 pocillos hasta alcanzar un 80% de confluencia, se deplecionaron 
durante 48 h y se trataron con los inhibidores selectivos de la CRM oligomicina (10 µg/ml) y paraquat (1 mM) durante 
6 y 18 h (n=5). La gráfica muestra la media±EEM del incremento relativo de la expresión de ARNm de COX-2 (# 
P≤0.05, ###P≤0.001 vs basal). 
 
3.2.3. Expresión de IL-8 
A continuación, se valoró la expresión génica de la quimioquina IL-8, la cual 
desarrolla un papel crucial en la atracción de células inmunes durante el proceso de 
inflamación. Como se muestra en la Figura 41, la inducción de la disfunción 
mitocondrial con oligomicina provocó un incremento de la expresión de ARNm de IL-8 a 
ambos tiempos siendo este aumento mayor a las 6 h de incubación. Del mismo modo, el 
paraquat aumentó significativamente la expresión de IL-8 (P≤0.001), obteniendo un 
incremento notablemente superior a las 18 h. Como control positivo se utilizó IL-1ß a una 
dosis de 5 ng/ml (75.7±20.6). 
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Figura 41-Efecto de la disfunción mitocondrial sobre la expresión génica de IL-8 en la línea celular MeT5A. Se 
sembraron 60000 células/pocillo en placas de 12 pocillos hasta alcanzar un 80% de confluencia, se deplecionaron 
durante 48 h y se trataron con los inhibidores selectivos de la CRM oligomicina (10 µg/ml) y paraquat (1 mM) durante 
6 y 18 h (n=6). La gráfica muestra la media±EEM del incremento relativo de la expresión de ARNm de IL-8 (# P≤0.05, 
###P≤0.001 vs basal). 
 
Los resultados de este bloque nos permiten concluir que la disfunción mitocondrial 
inducida por los inhibidores de función mitocondrial oligomicina y paraquat 
desencadenan la respuesta inflamatoria en las células mesoteliales humanas de la línea 
celular MeT5A, aumentando los niveles de expresión génica de los mediadores 
inflamatorios COX-2 e IL-8. 
4. EFECTO DE LA DISFUNCIÓN MITOCONDRIAL SOBRE LA 
RESPUESTA INFLAMATORIA INDUCIDA POR LAS 
CITOQUINAS TNF-α  E IL-1ß 
Dos de las citoquinas presentes más importantes en el proceso inflamatorio que 
puede sufrir el peritoneo por su exposición al LD son TNF-α e IL-1ß. Por otro lado, en 
los apartados anteriores se ha demostrado la implicación ex vivo de la disfunción 
mitocondrial en el proceso de TEM, e in vitro, la inducción de una respuesta inflamatoria 
de bajo grado por la disfunción mitocondrial. Por ello, el objetivo de este bloque fue 
estudiar el efecto conjunto de la disfunción mitocondrial y la presencia de las citoquinas 
TNF-α e IL-1ß en relación con la expresión de los mediadores inflamatorios COX-2 e IL-
8. 
Para evaluar si la disfunción mitocondrial puede modular la respuesta inflamatoria 
en la célula mesotelial humana en presencia de citoquinas, en primer lugar se 
preincubaron las células mesoteliales MeT5A durante 30 min con el inhibidor paraquat (1 
mM), induciendo la disfunción mitocondrial. Transcurrido este tiempo, las células fueron 









































estimuladas con TNF-α (1 ng/ml) y se permitió desarrollar la respuesta inflamatoria 
durante 18 h.  
4.1. EXPRESIÓN DE COX-2 
Como se observa en la Figura 42, la expresión del mediador inflamatorio COX-2 
aumentó sinérgicamente cuando las células se incubaron con TNF-α+paraquat frente a 













Figura 42-Efecto de la disfunción mitocondrial por paraquat sobre la expresión génica de COX-2 inducida por 
TNF-α en la línea celular MeT5A. Se sembraron 60000 células/pocillo en placas de 12 pocillos, se deplecionaron 
durante 48 h, se preincubaron con paraquat (1 mM) durante 30 min y se trataron con TNF-α (1 ng/ml) durante 18 h. La 
gráfica muestra la media±EEM del incremento relativo de la expresión de ARNm de COX-2 (n=7) (### P≤0.001 vs 
basal; * P≤0.05 vs PQ, ** P≤0.01 vs TNF-α). 
4.2. EXPRESIÓN DE IL-8 
Como se observa en la Figura 43, cuando se evaluó la expresión de ARNm de IL-
8, la disfunción mitocondrial inducida por paraquat también aumentó la sensibilidad de 
las células mesoteliales al TNF-α, causando un incremento sinérgico significativo de su 
expresión a las 6 y 18 h frente a TNF-α (P≤0.01 y P≤0.001 respectivamente) y a paraquat 
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Figura 43-Efecto de la disfunción mitocondrial por paraquat sobre la expresión génica de IL-8 inducida por 
TNF-α en la línea celular MeT5A. Se sembraron 60000 células/pocillo en placas de 12 pocillos, se deplecionaron 
durante 48 h, se preincubaron con paraquat (1 mM) durante 30 min y se trataron con TNF-α (1 ng/ml) durante 6 (n=5) y 
18 h (n=7). La gráfica muestra la media±EEM del incremento relativo de la expresión de ARNm de IL-8 (## P≤0.01, 
### P≤0.001 vs basal; ** P≤0.01 vs TNF-α, *** P≤0.001 vs TNF-α y PQ). 
 
Así, estos resultados, demostraron que la disfunción mitocondrial agrava la 
respuesta inflamatoria inducida por TNF-α en células mesoteliales humanas, 
incrementando la expresión génica de los mediadores inflamatorios COX-2 e IL-8. 
Como ya se ha mencionado, IL-1ß, al igual que TNF-α, es uno de los principales 
partícipes en la respuesta inflamatoria. Por ello, a continuación se exploró si la disfunción 
mitocondrial podía intensificar la sensibilidad de la célula mesotelial a la IL-1ß del 











Figura 44-Efecto de la disfunción mitocondrial sobre la expresión génica de IL-8 inducida por IL-1ß en la línea 
celular MeT5A. Se sembraron 60000 células/pocillo en placas de 12 pocillos, se deplecionaron durante 48 h, se 
preincubaron con el inhibidor de la CRM paraquat (1 mM) durante 30 min y se trataron con IL-1ß (0.1 ng/ml) durante 6 
h. La gráfica muestra la media±EEM del incremento relativo de la expresión de ARNm de IL-8 (n=7) (# P≤0.05, ### 
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La Figura 44 muestra que cuando las células mesoteliales se pretrataron durante 
30 min con el inhibidor de la función mitocondrial paraquat, se produjo nuevamente un 
incremento sinérgico de la expresión de IL-8 inducida por IL-1ß (0.1 ng/ml). 
Finalmente, se verificó la respuesta obtenida utilizando una dosis de IL-1ß mayor (1 
ng/ml), y un tiempo de evolución de la respuesta inflamatoria más largo. La Figura 45 
muestra que el pretratamiento de las  células mesoteliales con paraquat  aumentó 
sinérgicamente la expresión de ARNm de IL-8 inducida por IL-1ß a las 6 y 18 h de 
estimulación frente a IL-1ß (P≤0.05) y también frente a la disfunción mitocondrial 
inducida por paraquat solo (P≤0.001 y P≤0.05 respectivamente). Resultados similares se 













Figura  45-Efecto de la disfunción mitocondrial por paraquat sobre la expresión génica de IL-8 inducida por IL-
1ß en la línea celular MeT5A. Se sembraron 60000 células/pocillo en placas de 12 pocillos, se deplecionaron durante 
48 h, se preincubaron con paraquat (1 mM) 30 min y se trataron con IL-1ß (1 ng/ml) durante 6 (n=7) y 18 h (n=4). La 
gráfica muestra la media±EEM del incremento relativo de la expresión de ARNm de IL-8 (# P≤0.05, ## P≤0.01, ### 
P≤0.001 vs basal; * P≤0.05 vs PQ e IL-1ß,*** P≤0.001 vs PQ). 
 
El conjunto de resultados de este bloque demuestra que la disfunción mitocondrial 
aumenta la sensibilidad de las células mesoteliales humanas a las citoquinas 
proinflamatorias, agravando la respuesta inflamatoria e incrementando la producción de 
COX-2 e IL-8 como consecuencia. 
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5. MEDIADORES IMPLICADOS EN LA RESPUESTA 
INFLAMATORIA INDUCIDA POR DISFUNCIÓN 
MITOCONDRIAL 
Una vez demostrado in vitro que la disfunción mitocondrial provoca una respuesta 
inflamatoria en las células mesoteliales humanas y que ésta hace más sensible a la célula 
mesotelial al efecto inflamatorio inducido por las citoquinas proinflamatorias TNF-α e 
IL-1ß, en este bloque se investigó qué mediadores podrían estar implicados en esta 
respuesta. 
5.1. ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO MITOCONDRIALES 
La estimulación de la producción de ROS provocada por la composición de los LD 
puede desajustar el equilibrio redox natural de las células, provocando un estado de estrés 
oxidativo (89). Este desajuste juega un papel crucial en la respuesta inflamatoria al 
inducir factores de transcripción proinflamatorios regulados por el estrés oxidativo. La 
mitocondria es una de las principales fuentes de ROS y también diana del daño oxidativo, 
por lo que una alteración en su actividad puede exacerbar el estado de estrés oxidativo 
fácilmente. Por ello, se analizó la implicación de los ROS mitocondriales en la respuesta 
inflamatoria inducida por disfunción mitocondrial y citoquinas. En concreto, para evaluar 
si el aumento en los niveles de ROS mitocondriales estaba implicado en el incremento de 
la expresión de los mediadores inflamatorios IL-8 y COX-2, se analizó el efecto del 
secuestrador  selectivo de ROS mitocondriales MitoTEMPO. 
Para llevar a cabo el estudio, se utilizaron dos combinaciones de citoquinas 
inflamatorias e inhibidores de la CRM; primero, la combinación de IL-1ß con el inhibidor 
oligomicina, y a continuación, la combinación de TNF-α y paraquat. En ambos casos, se 
cumplió el mismo esquema de estimulación, preincubando las células durante 30 min con 
el agente secuestrador de ROS mitocondriales MitoTEMPO (10 µM), e induciendo a 
continuación la disfunción mitocondrial con el inhibidor de la CRM oligomicina (10 
µg/ml) o paraquat (1 mM) durante 30 min, y por último, tratando las células con la 
citoquina proinflamatoria IL-1ß o TNF-α (1 ng/ml) durante 6 y 18 h respectivamente.  
La Figura 46 muestra que la preincubación con MitoTEMPO provocó una 
disminución significativa de la expresión génica de COX-2 inducida por la combinación 
de disfunción mitocondrial y citoquinas en las condiciones evaluadas (P≤0.05). 
Resultados 




Figura 46-Efecto del MitoTEMPO sobre la expresión génica de COX-2 inducida por citoquinas bajo condiciones 
de disfunción mitocondrial por inhibidores de la CRM en la línea celular MeT5A. Se sembraron 60000 
células/pocillo en placas de 12 pocillos, se deplecionaron durante 48 h y se preincubaron con MitoTEMPO 30 min. A 
continuación, se estimularon 30 min con el inhibidor de la CRM (A) oligomicina (10 µg/ml) o (B) paraquat (1 mM), y 
se trataron con la citoquina proinflamatoria (A) IL-1ß (1 ng/ml) durante 6 h (n=3) o (B) TNF-α (1 ng/ml) durante 18 h 
(n=4). Las gráficas muestran la media±EEM del porcentaje de la expresión de ARNm de COX-2 (* P≤0.05 vs IL-
1ß+OLI o TNF+PQ). 
 
Resultados similares se obtuvieron cuando se estudió la expresión de IL-8, como se 
observa en la Figura 47. La preincubación con MitoTEMPO redujo la expresión del 










Figura 47-Efecto del MitoTEMPO sobre la expresión génica de IL-8 inducida por TNF-α y disfunción 
mitocondrial en la línea celular MeT5A. Se sembraron 60000 células/pocillo en placas de 12 pocillos, se 
deplecionaron durante 48 h, se preincubaron con MitoTEMPO (10 µM) 30 min y luego 30 min con paraquat (1 mM). 
Finalmente se trataron con TNF-α (1 ng/ml) durante 18 h (n=4). La gráfica muestra la media±EEM del porcentaje de la 
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En resumen, los resultados con MitoTEMPO demuestran la implicación específica 
de los ROS mitocondriales en la respuesta inflamatoria consecuencia de la exposición de 
las células mesoteliales a la combinación de disfunción mitocondrial y citoquinas.  
5.2. FACTOR DE TRANSCRIPCIÓN NF-κB 
El factor de transcripción NF-κB es sensible al estado redox celular e interviene en 
la regulación de numerosos genes implicados en la respuesta inflamatoria entre los que se 
encuentran los mediadores estudiados COX-2 e IL-8. Por ello, se evaluó la implicación de 
NF-κB en este proceso analizando el efecto de un inhibidor de su activación denominado 
BAY 11-7082 (BAY).  
Como se observa en la Figura 48 A, la preincubación de las células con BAY (5 
µM) los 30 min previos a la inducción de la respuesta inflamatoria por la exposición a 
TNF-α después de haber inducido la disfunción mitocondrial con paraquat, redujo 
significativamente la expresión génica de COX-2 (P≤0.001). Cuando se evaluó la 
expresión génica de IL-8, también se observó una disminución significativa de su 
expresión inducida por IL-1ß y oligomicina (P≤0.05) (Figura 48 B). La incubación de 
BAY no causó ningún efecto por sí misma sobre la expresión de COX-2 e IL-8 
(resultados no mostrados). 
Figura 48-Efecto de BAY sobre la expresión génica de COX-2 e IL-8 inducida por citoquinas proinflamatorias y 
disfunción mitocondrial en la línea celular MeT5A. Las células sembradas en placas de 12 pocillos se deplecionaron 
durante 48 h, se preincubaron con BAY (5µM) 30 min, a continuación con el inductor de la CRM (A) paraquat (1 mM) 
o (B) oligomicina (10 µg/ml) 30 min y finalmente se estimularon con la citoquina proinflamatoria (A) TNF-α (1 ng/ml) 
durante 18 h (n=2) o (B) IL-1ß (1 ng/ml) durante 6 h (n=3). Las gráficas muestran la media±EEM del porcentaje de la 























































Los resultados obtenidos en este bloque apoyan que el factor de transcripción NF-
κB está implicado en el desarrollo de la respuesta inflamatoria inducida por disfunción 
mitocondrial y citoquinas, ya que su inhibición disminuyó la expresión de los mediadores 
inflamatorios COX-2 e IL-8 en células mesoteliales humanas en cultivo. 
6. IMPLICACIÓN DE LA MITOCONDRIA EN EL PROCESO DE 
TRANSICIÓN EPITELIO-MESENQUIMAL  
Tras demostrarse ex vivo la implicación de la mitocondria en el proceso de TEM en 
las células procedentes del efluente peritoneal de pacientes en DP constatada por un 
incremento del nivel de ROS mitocondriales y una disminución del potencial de 
membrana mitocondrial, en este apartado se pretende profundizar in vitro en el estudio de 
los mediadores que pueden estar implicados en este proceso. 
6.1. IMPLICACIÓN DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO 
MITOCONDRIALES EN LA TRANSICIÓN EPITELIO MESENQUIMAL 
En primer lugar, se estudió específicamente el papel de los ROS mitocondriales. 
Para ello, se analizó el efecto del secuestrador selectivo de ROS mitocondriales 
MitoTEMPO en células mesoteliales procedentes de biopsias de omento sobre la 
expresión proteica del marcador mesenquimal fibronectina inducida por TGFß mediante 
Western blot. 
La Figura 49 muestra que el tratamiento con MitoTEMPO redujo la expresión 
proteica de fibronectina inducida por TGFß en células mesoteliales de omento humano. 
La máxima expresión de fibronectina fue alcanzada a las 72 h de estimulación con TGFß 
(18.96±3.28), y al preincubar las células con MitoTEMPO, se observó una disminución 
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Figura 49-Efecto del MitoTEMPO sobre la expresión proteica de fibronectina inducida por TGFß en células de 
omento humano. Las células se sembraron en placas de 12 pocillos, se deplecionaron overnight, se preincubaron 30 
min con MitoTEMPO (10 µM) y se estimularon durante 8 y 72 h con TGFß (1 ng/ml). Finalmente, se midió la 
expresión de fibronectina mediante Western blot (n=3). La imagen superior corresponde al revelado de la proteína 
fibronectina de un experimento representativo, en el que se utilizó la tubulina como control de carga. La gráfica inferior 
representa la media±EEM de la expresión proteica de fibronectina (# P≤0.05 vs basal, * P≤0.05 vs TGFß).  
 
Resultados similares se obtuvieron al analizar el efecto del MitoTEMPO sobre la 
expresión génica y proteica de fibronectina inducida por TGFß en la línea celular 
peritoneal HMrSV5 (Figura 50). 
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Figura 50-Efecto del MitoTEMPO sobre la expresión de fibronectina inducida por TGFß en la línea celular 
peritoneal HMrSV5. Las células se sembraron en placas de 12 pocillos, se deplecionaron overnight, se preincubaron 
30 min con MitoTEMPO (25 µM) y se estimularon durante (A) 24 y (B) 48 h con TGFß (5 ng/ml). Finalmente, se 
midió la expresión (A) génica y (B) proteica de fibronectina mediante RT-PCR y Western blot respectivamente (n=1).  
 
Por tanto, se confirma la implicación de la mitocondria en el proceso de TEM, 
puesto que una reducción de los ROS producidos por este orgánulo, se traduce en una 
disminución de la fibrosis. 
6.2. EL METABOLISMO MITOCONDRIAL DURANTE LA TRANSICIÓN 
EPITELIO-MESENQUIMAL 
Una vez comprobado ex vivo e in vitro que la mitocondria juega un papel 
fundamental en la TEM que sufre la célula mesotelial durante la fibrosis, cobra sentido 
profundizar en el estudio de este proceso. Las obtención de muestras de omento de 
pacientes en DP conllevan un procedimiento invasivo y son escasas, por lo que los 
estudios de este bloque se realizaron utilizando la línea celular MeT5A. El primer paso a 
seguir, fue comprobar la idoneidad de esta línea para realizar estudios de TEM. 
6.2.1. Valoración de la línea celular MeT5A para la inducción de transición 
epitelio-mesenquimal  
Para comprobar la capacidad de la línea MeT5A para sufrir la TEM, se indujo este 
proceso estimulando las células con el factor de crecimiento TGFß y se analizó la 
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Como se muestra en la Figura 51, el tratamiento con TGFß aumentó de manera 










Figura 51-Expresión génica de fibronectina inducida por TGFß en la línea celular MeT5A. Las células se 
sembraron en placas de 12 pocillos, se deplecionaron 48 h y se estimularon con TGFß (1 ng/ml) durante 18 h. 
Finalmente, se midió la expresión de fibronectina mediante RT-PCR. La gráfica representa la media±EEM de la 
expresión génica de fibronectina (n=4) (## P≤0.01 vs basal). 
 
Asimismo, TGFß indujo significativamente la expresión proteica del marcador 
mesenquimal fibronectina de modo tiempo y dosis-dependiente (Figura 52 A), y provocó 
una reducción significativa de la expresión proteica del marcador epitelial E-cadherina a 
















Figura 52-Expresión proteica de fibronectina y E-cadherina inducida por TGFß en la línea celular MeT5A. Las 

































































































































durante 24 y 48 h. Finalmente, se midió la expresión de (A) fibronectina y (B) E-cadherina mediante Western blot 
(n=6). Las gráficas representan la media±EEM de la expresión proteica de fibronectina y E-cadherina (### P≤0.001 vs 
basal). 
Por tanto, los resultados obtenidos en este bloque confirman que las células MeT5A 
sufren el proceso de TEM en respuesta al tratamiento con el factor de crecimiento TGFß, 
corroborando su validez para realizar estudios de TEM.  
6.2.2. Efecto del TGFß sobre el metabolismo mitocondrial  
Se caracterizó el metabolismo mitocondrial durante el proceso de TEM analizando 
la OCR mediante el bioanalizador Seahorse XFp en la línea celular MeT5A. Con este 
objetivo, se realizó un test de estrés mitocondrial del mismo modo que en el punto 2.2 del 
bloque II (efecto de la IL-1ß sobre el metabolismo mitocondrial), induciendo la TEM 
mediante el tratamiento de las células con TGFß (5 ng/ml) durante 6 h. 
La Figura 53 muestra la variación de la OCR a lo largo del tiempo provocada por 
la adición de los diferentes inhibidores de la cadena de transporte electrónico. En ella se 
observa que la tasa de OCR es menor en las células tratadas con TGFß, lo que implica 












Figura 53-Efecto del TGFß sobre la OCR a lo largo del tiempo en la línea celular MeT5A. Se cultivaron 20000 
célula/pocillo por triplicado para cada condición, se indujo la TEM tratando las células con TGFß durante 6 h y se 
midió la OCR mediante Seahorse. La gráfica representa la media±EEM de la OCR (n=3). 
 
A partir  de los datos obtenidos, se calcularon los parámetros típicos de 
metabolismo mitocondrial. La Figura 54 muestra que las células tratadas con TGFß 
presentaron una menor tasa de respiración basal (27.9±6.2 vs 54.1±13.2), y una reducción 
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Figura 54-Efecto del TGFß sobre la respiración mitocondrial basal  y la OCR destinada a la producción de ATP 
en la línea celular MeT5A. Se sembraron 20000 células/pocillo en miniplacas de 8 pocillos, se estimularon con TGFß 
durante 6 h y se midió mediante Seahorse la OCR correspondiente a la respiración mitocondrial basal (A) y la  
destinada a la producción de ATP mitocondrial (B). Las gráficas representan la media±EEM de la tasa de consumo 
de oxígeno (n=3) (# P≤0.05 vs basal). 
 
Además, la tasa máxima de respiración (Figura 55 A) y la capacidad respiratoria de 
reserva (Figura 55 B) también fueron menores en las células que sufrieron el proceso de 









Figura 55-Efecto del TGFß sobre la tasa de respiración máxima y la capacidad respiratoria de reserva en la 
línea celular MeT5A. Se sembraron 20000 células/pocillo en miniplacas de 8 pocillos, se estimularon con TGFß 
durante 6 h y mediante Seahorse se midió la OCR correspondiente a la tasa de respiración máxima (A) y a la 
capacidad respiratoria de reserva (B). Las gráficas representan la media±EEM de la tasa de consumo de oxígeno 
(n=3). 































































































Como ya hemos descrito, el bioanalizador Seahorse, además de la OCR, mide 
simultáneamente la ECAR, permitiendo analizar la función glucolítica de las células. En 











Figura 56-Tasa de acidificación extracelular a lo largo del tiempo en la línea celular MeT5A. Se cultivaron 20000 
células/pocillo por triplicado para cada condición, induciendo la TEM mediante el tratamiento de las células con TGFß 
(5 ng/ml) durante 6 h y midiendo la ECAR mediante Seahorse. La gráfica representa la media±EEM de la ECAR (n=3). 
 
Pese a no haber obtenido prácticamente resultados significativos en este bloque 
debido al limitado número de experimentos, todo apunta a una deficiencia en la actividad 
mitocondrial de las células que sufren el proceso de TEM. Además, los resultados indican 
una disminución de la tasa de acidificación del medio durante la TEM. Por tanto, las 
células experimentaron una disminución de la producción energética tanto de origen 
mitocondrial como por la vía glucolítica tras sufrir el proceso de TEM. 
  

















   Resultados  
   
 117 
C. EFECTO DEL RESVERATROL EN LA 
MODULACIÓN DE LA RESPUESTA PATOLÓGICA EN 
CÉLULAS MESOTELIALES 
El resveratrol es un polifenol que se encuentra de manera natural en los frutos rojos, 
algunos frutos secos y verduras, y sobre todo en la piel de la uva y en el vino tinto. A este 
compuesto se le han atribuido multitud de propiedades beneficiosas para la salud, entre 
las que destacan su poder antiinflamatorio y antioxidante. En los resultados obtenidos 
hasta ahora, se ha puesto de manifiesto la importancia del estrés oxidativo en la 
fisiopatología de la célula mesotelial durante la respuesta inflamatoria y la TEM; por ello, 
resulta de gran interés comprobar la capacidad de un compuesto natural como el 
resveratrol para contrarrestar ambos efectos. 
1. VIABILIDAD CELULAR TRAS EL TRATAMIENTO DE LAS 
CÉLULAS MESOTELIALES CON RESVERATROL 
Previamente a comenzar los tratamientos con resveratrol, se testó la viabilidad de la 
línea mesotelial MeT5A tras su tratamiento con diferentes dosis de este compuesto 
utilizándose el kit de supervivencia Cell Titer 96. 
Los resultados de la Tabla 15 reflejan que a las 48 h ninguna de las 
concentraciones evaluadas de resveratrol (2.5-50 µM) disminuyó el porcentaje de 
supervivencia de las células Met5A respecto de la condición basal, lo que permitió el 
planteamiento de los experimentos con este compuesto. 
 
 Tabla 15-Porcentaje de viabilidad de la línea celular MeT5A tras ser estimulada durante 48 h con 
diferentes concentraciones de resveratrol. Las células se sembraron en placas de 96 pocillos, se 
estimularon con las distintas dosis de resveratrol durante 48 h y se llevó a cabo un ensayo de viabilidad con 
el kit Cell Titer 96. La tabla muestra la media del porcentaje de viabilidad y su EE para cada concentración 
de resveratrol (n=3).de resveratrol (n=3). 
 
Concentración Resveratrol 0 µM 2.5 µM 5 µM 10 µM 12 µM 25 µM 50 µM 
Media 100 100 100 100 100 100 100 
Error estándar 0 0.0012 0.0007 0.0010 0.0008 0.0013 0.0006 
Resultados 




2. EFECTO DEL RESVERATROL SOBRE EL POTENCIAL DE 
MEMBRANA MITOCONDRIAL DURANTE LA EXPOSICIÓN AL 
LÍQUIDO DE DIÁLISIS 
Como ya se ha comentado, el potencial de membrana es uno de los parámetros que 
define la actividad mitocondrial celular. En el apartado 1 del Bloque II se demostró que la 
exposición al LD provoca alteraciones en el potencial de membrana mitocondrial en la 
línea celular MeT5A, por lo que se evaluó, en primer lugar, el efecto del resveratrol en 
este proceso.  
Como se muestra en la Figura 57, la alteración provocada en el potencial de 
membrana mitocondrial de las células MeT5A por la exposición al LD experimentó una 
recuperación significativa al preincubar las células con resveratrol (P≤0.05). El 
tratamiento con RSV por sí sólo no mostró diferencias significativas respecto del 
potencial de membrana mitocondrial basal. Como control positivo de la técnica se utilizó 










Figura 57-Efecto del resveratrol sobre el potencial de membrana mitocondrial alterado por la exposición al LD 
en la línea celular MeT5A. Las células se sembraron en placas de 24 pocillos, se deplecionaron 48 h y se preincubaron 
30 min con resveratrol (5 µM) previamente a ser estimuladas durante 20 min con el LD. A continuación, se estimularon 
6 h con una dilución ½ y se incubaron los últimos 30 min con el fluoróforo TMRM. Finalmente, se midió su 
fluorescencia mediante citometría de flujo. La gráfica muestra la intensidad de fluorescencia y representa la 
media±EEM (n=6) (* P≤0.05vs LD). 
 
Por tanto, el resveratrol tuvo la capacidad de revertir la despolarización de la 
membrana peritoneal durante el tratamiento con LD. Para testar en mayor profundidad el 
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procesos patológicos que tienen lugar en la membrana peritoneal por su exposición a los 
LD, principalmente sobre la respuesta inflamatoria y el proceso de TEM. 
3. EFECTO DEL RESVERATROL SOBRE EL POTENCIAL DE 
MEMBRANA MITOCONDRIAL DURANTE LA RESPUESTA 
INFLAMATORIA 
Los resultados presentados en el apartado 2.1 del bloque II, confirmaron que la 
citoquina proinflamatoria IL-1ß disminuye significativamente el potencial de membrana 
mitocondrial de las células procedentes del efluente de pacientes en DP. En base a las 
propiedades antiinflamatorias que se atribuyen al resveratrol, se estudió su efecto sobre la 
despolarización mitocondrial inducida por IL-1ß en estas células.  
En la Figura 58 se observa cómo el resveratrol aumentó significativamente el 
potencial de membrana mitocondrial disminuido por IL-1ß (P≤0.001). El tratamiento con 
RSV por sí solo no ejerció efecto alguno sobre el potencial de membrana mitocondrial 










Figura 58-Efecto del resveratrol sobre la despolarización del potencial de membrana mitocondrial inducida por 
IL-1ß en células del efluente de pacientes en DP.  Células mesoteliales peritoneales humanas procedentes del efluente 
de pacientes en DP se sembraron en placas de 48 pocillos, se deplecionaron overnight y se preincubaron 30 min con 
resveratrol (5 µM) previamente a ser estimuladas durante 12 h con IL-1ß (1 ng/ml), añadiéndose en los 30 min finales 
el fluoróforo TMRM para medir su potencial de membrana mitocondrial mediante citometría de flujo. La gráfica 
muestra el porcentaje de intensidad de fluorescencia de un estudio realizado con células del efluente de 7 pacientes en 
DP con fenotipo epitelial (*** P≤0.001 vs IL-1ß). 
 
Una vez comprobado que el resveratrol podría tener un efecto protector sobre la 
función mitocondrial, se profundizó en este aspecto analizando a continuación su efecto 

















































4. ANÁLISIS DEL EFECTO DEL RESVERATROL EN LA 
MODULACIÓN DEL METABOLISMO MITOCONDRIAL 
ALTERADO POR LA IL-1ß  
A lo largo de esta tesis, se ha subrayado la importancia del papel de la disfunción 
mitocondrial en la patología de la célula mesotelial durante la respuesta inflamatoria y la 
TEM. En base a este precedente, se realizó una prueba para sondear la capacidad del 
resveratrol de revertir las alteraciones que la IL-1ß induce sobre el metabolismo 
mitocondrial en células mesoteliales. Los parámetros de función mitocondrial se 
analizaron mediante Seahorse XFp, realizando el test de estrés mitocondrial descrito 
previamente. Las células se preincubaron 30 min con resveratrol y a continuación se 
estimularon con IL-1ß durante 6 h.  
La Figura 59 muestra la capacidad del resveratrol de reducir los cambios en el 
metabolismo mitocondrial provocados por IL-1ß. El resveratrol produjo una mejora de la 
respiración mitocondrial basal, un aumento la OCR destinada a la producción de ATP e 


















Figura 59-Efecto del resveratrol sobre el metabolismo mitocondrial alterado por IL-1ß en células del efluente de 
un paciente en DP analizado mediante Seahorse. Se cultivaron 20000 células/pocillo en miniplacas de 8 pocillos, se 






















































Respiración máxima Capacidad respiratoria de reserva 
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media±EEM de la tasa de consumo de oxígeno correspondiente a la respiración mitocondrial basal, la producción de 
ATP, la respiración máxima y la capacidad respiratoria de reserva (n=1).  
 
Tras observar que el resveratrol tiende a ejercer un efecto protector sobre los 
cambios que IL-1ß provoca en el metabolismo mitocondrial, el siguiente paso fue evaluar 
el efecto del resveratrol sobre la respuesta inflamatoria inducida por IL-1ß. 
5. EFECTO DEL RESVERATROL SOBRE LA RESPUESTA 
INFLAMATORIA INDUCIDA POR IL-1ß 
La capacidad antiinflamatoria del resveratrol en la célula mesotelial se evaluó 
mediante la cuantificación de la expresión génica de los mediadores inflamatorios 
descritos en este estudio (COX-2, PGE2 e IL-8) inducida por la citoquina IL-1ß en células 
procedentes del efluente de pacientes en DP mediante RT-PCR. 
La Figura 60 muestra cómo la expresión génica de los mediadores inflamatorios 
COX-2 e IL-8 inducida por IL-1ß (1 ng/ml) disminuyó significativamente por el 
tratamiento con resveratrol en un 45% y 37%  respectivamente (P≤0.05). La capacidad 
antiinflamatoria del resveratrol se mantuvo al aumentar el tiempo de estimulación, 
obteniendo la misma tendencia a las 12 h (resultados no mostrados). 
Figura 60-Efecto del resveratrol sobre la  expresión de mediadores inflamatorios inducida por IL-1ß en células 
del efluente de pacientes en DP. Las células se sembraron en placas de 48 pocillos, utilizándose únicamente las que 
presentaron fenotipo epitelieal. Se deplecionaron overnight, se preincubaron 30 min con resveratrol (5 µM) y se 
estimularon con IL-1ß (1 ng/ml) durante 6 h. Finalmentente, se midió la expresión de ARNm de (A) COX-2 (n=9) y 
(B) IL-8 (n=11) mediante RT-PCR. Las gráficas representan la media±EEM de la expresión de ARNm (### P≤0.001 vs 








































































































Por último, se evaluó el efecto del resveratrol sobre la producción de PGE2, 
registrando una vez más el efecto antiinflamatorio de esta molécula, al reducir los niveles 











Figura 61-Efecto del resveratrol sobre la producción de PGE2 inducida por IL-1ß en células peritoneales 
procedentes del efluente de pacientes en DP. Las células se sembraron en placas de 48 pocillos, utilizándose 
únicamente las que presentaron fenotipo epitelial. A continuación se deplecionaron overnight y se trataron con IL-1ß (1 
ng/ml) durante 6 h tras preincubarlas durante 30 min con resveratrol (5 µM). Las gráficas muestran la media±EEM del 
incremento relativo de la producción de PGE2 (n=6) (# P≤0.05 vs basal; * P≤0.05 vs IL-1ß). 
 
En vista de estos resultados, resulta interesante analizar si el efecto protector del 
resveratrol se mantiene en un escenario inflamatorio diferente, como el obtenido al 
amplificar la respuesta inflamatoria por la disfunción mitocondrial. Para ello, se valoró la 
capacidad antiinflamatoria del resveratrol mediante la cuantificación de la expresión del 
mediador inflamatorio IL-8 en la línea celular Met5A mediante RT-PCR. Las células se 
preincubaron con resveratrol durante 30 min, se trataron con inductores de disfunción 
mitocondrial y finalmente se estimularon con la citoquina proinflamatoria IL-1ß. 
Como se muestra en la Figura 62 A, el resveratrol redujo la expresión génica de IL-
8 inducida por paraquat y dos dosis de IL-1ß (0.1 y 1 ng/ml) a las 6 h de tratamiento.  
A continuación, se verificó esta respuesta utilizando oligomicina como inductor de 
la disfunción mitocondrial, combinándola de nuevo con IL-1ß. La Figura 62 B muestra 
que la preincubación con resveratrol reduce la expresión génica de IL-8 inducida por 
oligomicina e IL-1ß y provoca una reducción significativa de la expresión de IL-8 con las 
dos dosis testadas de IL-1ß. Resultados similares se obtuvieron para la expresión génica 
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Figura 62-Efecto del resveratrol sobre la expresión de IL-8 inducida por IL-1ß e inhibidores de la CRM en la 
línea celular MeT5A. Las células se sembraron en placas de 12 pocillos, se deplecionaron 48 h y se preincubaron 30 
min con resveratrol (5 µM). A continuación, se trataron con el inhibidor de la CRM (A) paraquat (1 mM) o (B) 
oligomicina (10 µg/ml) durante 30 min y se estimularon 6 h con dos dosis de IL-1ß (0.1 y 1 ng/ml). Finalmente, se 
midió la expresión de IL-8 (n=3-4) mediante RT-PCR. Las gráficas representan la media±EEM del porcentaje de 
expresión génica (* P≤0.05 vs IL-1ß 1+OLI, *** P≤0.001 vs IL-1ß 1+PQ ó IL-1ß+OLI). 
 
Finalmente, se comprobó que la capacidad antiinflamatoria del resveratrol se 
mantiene frente a la combinación con otras citoquinas proinflamatorias, como TNF-α 
(resultados no mostrados).  
 
En resumen, en este apartado se mostró que el resveratrol ejerce un efecto protector 
disminuyendo la respuesta inflamatoria inducida por IL-1ß; así como cuando esta 
respuesta está aumentada por la sinergia entre disfunción mitocondrial e IL-1ß en células 
mesoteliales en cultivo. 
6. EFECTO DEL RESVERATROL SOBRE LA TEM 
El contacto de los LD con la membrana peritoneal provoca un estado inflamatorio y 
de estrés oxidativo, que si se prolonga en el tiempo puede causar fibrosis como 
consecuencia de la TEM de las células que la revisten. En los resultados obtenidos hasta 
ahora, se mostró que el resveratrol mejoró la actividad mitocondrial reajustando el 
potencial de membrana en células mesoteliales que habían sufrido una despolarización, 
ya fuese inducida por IL-1ß o por exposición a LD. También se observó que el resveratrol 
provocó una disminución de la respuesta inflamatoria inducida por citoquinas, y que 






















































































mitocondrial con inhibidores de la CRM. Ya que tanto el estrés oxidativo como la 
inflamación crónica parecen estar estrechamente relacionados con el proceso de TEM, 
cobra sentido comprobar si una molécula con propiedades antioxidantes y 
antiinflamatorias podría modular la TEM. Por ello, en el siguiente bloque de 
experimentos se evaluó el efecto del resveratrol sobre el proceso de TEM en células 
mesoteliales en cultivo, analizando la expresión de algunos de los marcadores típicos de 
TEM. 
6.1. EXPRESIÓN DE FIBRONECTINA 
En primer lugar, se evaluó el efecto del resveratrol sobre la expresión proteica de 
fibronectina inducida por TGFß en la línea celular MeT5A.  
Como se muestra en la Figura 63, el pretratamiento con resveratrol redujo de 
manera significativa la expresión proteica de fibronectina inducida por dos dosis 
diferentes de TGFß tras 24 h de estimulación (P≤0.05). Esta reducción se mantuvo al 
aumentar el tiempo de tratamiento a 48 h. El resveratrol por sí solo no tuvo efecto alguno 










Figura 63-Efecto del resveratrol sobre la expresión proteica de fibronectina inducida por TGFß en la línea celular 
MeT5A. Las células se sembraron en placas de 12 pocillos, se deplecionaron 48 h, se preincubaron 30 min con 
resveratrol (12,5 µM) y se estimularon con TGFß (1 y 5 ng/ml) durante 24 h (n=4) y 48 h (n=7). Finalmente, se midió 
la expresión de fibronectina mediante Western blot. La gráfica representa la media±EEM de la expresión proteica de 
fibronectina (### P≤0.001 vs basal, * P≤0.05 vs TGFß). 
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6.2. REPRODUCIBILIDAD DE LOS RESULTADOS EN UNA LÍNEA 
CELULAR PERITONEAL HUMANA  
Para obtener una mayor aproximación a lo que sucedería en el peritoneo durante el 
proceso de TEM, se corroboró el efecto antifibrótico del resveratrol en la línea celular 
peritoneal humana HMrSV5. La viabilidad de esta línea tiene una duración limitada, por 
lo que sólo se utilizó con fines confirmatorios. 
La Figura 64 muestra que la capacidad protectora del resveratrol se mantiene en las 
células peritoneales, ya que todas las dosis de resveratrol testadas redujeron la expresión 
proteica de fibronectina inducida por TGFß (5 ng/ml) tras 24 h de estimulación, y 
aumentaron la expresión proteica de E-Cadherina a las 48 h de tratamiento. Resultados 
similares fueron obtenidos al estudiar la expresión génica de ambos marcadores 










Figura 64-Efecto del resveratrol sobre la expresión proteica de fibronectina y E-cadherina inducida por TGFß 
en la línea celular HMrSV5. Las células peritoneales se sembraron en placas de 12 pocillos, se deplecionaron 48 h, se 
preincubaron 30 min con resveratrol (2.5 µM, 5 µM, 10 µM, 12.5 µM y 25 µM) y se estimularon durante 24 h ó 48 h 
con TGFß (5 ng/ml). Finalmente, se midió la expresión de fibronectina y E-cadherina mediante Western blot. Las 
imagenes superior corresponden al revelado de la proteína de un experimento representativo, en el que se utilizó la 
tubulina como control de carga. Las gráficas inferiores representa el densitometrado de la expresión proteica del 
Western blot correspondiente.  
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Por lo tanto, se confirma de nuevo el efecto protector del resveratrol, en este caso 
sobre el proceso de TEM tanto en las células mesoteliales MeT5A como en las células 
peritoneales HMrSV5, caracterizado por una disminución de la expresión del marcador 
mesenquimal fibronectina y un aumento del marcador epitelial E-cadherina.  
En general, los resultados obtenidos en este apartado indican que el resveratrol 
puede prevenir la respuesta patológica inducida en la célula mesotelial por mediadores 
inflamatorios, así como por la disfunción mitocondrial y que sería una buena estrategia 
terapéutica a testar, por lo que el siguiente paso a seguir tras este estudio, fue realizar un 
modelo animal de DP en ratones en el que se administraró el resveratrol como tratamiento 
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Los resultados presentados en este estudio han permitido identificar a la 
mitocondria como un factor clave en la fisiopatología de la célula mesotelial durante la 
diálisis peritoneal (DP), comprobando su implicación en el desarrollo de la respuesta 
inflamatoria y la transición epitelio-mesenquimal (TEM). 
Los estudios ex vivo realizados durante este trabajo, han demostrado que las células 
peritoneales de los pacientes en DP sufren una disfunción mitocondrial durante la TEM 
que tiene lugar como consecuencia del tratamiento, que se caracteriza por un aumento de 
la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) mitocondriales y un descenso del 
potencial de membrana mitocondrial. Además, se ha observado que la inserción 
quirúrgica del catéter al inicio del tratamiento induce un daño agudo en el peritoneo que 
provoca un aumento drástico del nivel de ADN mitocondrial (ADNmt) en el efluente de 
estos pacientes. Por otra parte, una vez estabilizados estos niveles, se ha encontrado una 
correlación positiva y significativa entre el ADNmt libre en el dializado de los pacientes 
prevalentes en DP y los niveles del indicador de la función dialítica del peritoneo D/P 
creatinina, lo que posibilita su papel como biomarcador de la función peritoneal, y señala 
a la mitocondria como una posible diana terapéutica.  
Asimismo, durante este estudio se ha comprobado in vitro el descenso del potencial 
de membrana mitocondrial en las células mesoteliales del efluente de pacientes expuestas 
al líquido de diálisis (LD). En la misma línea, la citoquina proinflamatoria IL-1ß también 
provocó un descenso del potencial de membrana mitocondrial, originando una disfunción 
mitocondrial en estas células. Profundizando en el estudio de la disfunción mitocondrial, 
se demostró in vitro que la inhibición de la cadena respiratoria mitocondrial (CRM) 
induce la respuesta inflamatoria, incrementando la expresión de los mediadores IL-8 y 
COX-2 y aumentando la producción de PGE2. De especial relevancia resulta el hecho de 
que las células mesoteliales que sufren disfunción mitocondrial presentan una respuesta 
inflamatoria de mayor intensidad a citoquinas, lo que implica que son más sensibles a un 
ambiente inflamatorio. Asimismo, se ha confirmado que los ROS mitocondriales y el 
factor de transcripción NF-κB actúan como mediadores implicados en la amplificación de 
la respuesta inflamatoria a citoquinas por disfunción mitocondrial. 
Por último, se ha demostrado in vitro que el tratamiento con resveratrol tiene la 
capacidad de proteger la función mitocondrial en las células mesoteliales durante el 
proceso inflamatorio y frente a la exposición a los LD, previniendo la respuesta 
inflamatoria inducida por citoquinas y reduciendo la expresión de mediadores 
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inflamatorios en la respuesta inflamatoria amplificada por disfunción mitocondrial. 
Finalmente, también se ha demostrado su efecto antifibrótico al impedir la expresión de 
marcadores de TEM. En este sentido, se ha demostrado in vitro la implicación de los ROS 
mitocondriales en el desarrollo de la TEM inducida por TGFß. 
En base a los precedentes que indican la implicación del estrés oxidativo, de la 
respuesta inflamatoria y del proceso de TEM en las alteraciones que sufren las células 
peritoneales durante la DP, los resultados obtenidos durante este estudio pueden 
contribuir a una mayor comprensión de la fisiopatología de la membrana peritoneal en los 
pacientes con ERC en tratamiento con DP. 
 
La ERC engloba a un conjunto de enfermedades heterogéneas que afectan a la 
estructura y a la función renal, cuya prevalencia aumenta progresivamente con el 
envejecimiento y otras enfermedades como la diabetes, la arteriosclerosis o la tensión 
arterial. Esta enfermedad implica un impacto notable en la calidad de vida de los 
pacientes y una alta tasa de mortalidad, constituyendo un importante problema de salud 
pública (3).  
De los 6 millones de personas que padecen ERC en España, aproximadamente 6800 
nuevos pacientes necesitan iniciar un tratamiento sustitutivo renal cada año, siendo la DP 
el tratamiento elegido en el 16% de los pacientes incidentes (9). Actualmente, la tasa de 
supervivencia de los pacientes en DP es equivalente a la de los que se encuentran en 
hemodiálisis, y en este aspecto, diversos estudios muestran las ventajas económicas, 
clínicas y sociales de este tratamiento, avalando la necesidad de un mayor uso de la DP 
(11).  
Aún así, existen ciertas complicaciones asociadas al tratamiento, entre las que se 
incluyen sangrados locales, infecciones, peritonitis, o cambios estructurales y funcionales 
del peritoneo que pueden desembocar en un fallo de ultrafiltración y finalmente en la 
inviabilidad de la técnica. Por tanto, minimizar las complicaciones asociadas a la terapia, 
permitiría el mantenimiento de la técnica durante periodos más largos, además de 
proporcionar acceso a diálisis a un mayor número de pacientes (171).  
Se ha visto que los pacientes que se encuentran en DP presentan un mayor nivel de 
estrés oxidativo, debido fundamentalmente a la composición de los LD (172). En este 
sentido, la mitocondria podría jugar un papel clave por ser una de las principales fuentes 
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celulares de ROS. Así, en la última década, se ha demostrado la implicación de la 
disfunción mitocondrial y del estrés oxidativo durante el envejecimiento y en diversas 
patologías como el cáncer, las enfermedades neurodegenerativas, articulares; o los 
síndromes metabólicos como la diabetes, la obesidad, la hipertensión y las enfermedades 
cardiacas (173). Asimismo, los ROS juegan un papel clave en la progresión de 
desórdenes inflamatorios, y se ha demostrado que los ROS mitocondriales contribuyen a 
un aumento de la producción de citoquinas proinflamatorias como IL-1β, IL-6 y TNF-α, 
que mantenido en el tiempo, puede acabar derivando en un daño tisular (174, 175). 
También existen evidencias que indican que los ROS activan el factor de crecimiento 
TGFß1, que a su vez incrementa la producción de ROS, provocando un círculo vicioso 
que deriva en un aumento de la fibrosis en el tejido en el que se genera (176). En el 
ámbito de la DP, el aumento del nivel de ROS se encuentra estrechamente relacionado 
con la inflamación crónica y la fibrosis peritoneal, además de afectar a la pérdida de la 
función renal residual (89). Aun con todo, son muy pocos los datos que existen sobre la 
implicación de la disfunción mitocondrial en estos procesos. Por ello, esta tesis se ha 
centrado en el papel de la mitocondria en la fisiopatología de la membrana peritoneal 
durante el tratamiento con DP, profundizando en el papel que juega durante el proceso 
inflamatorio y la fibrosis; y en evaluar la posible modulación de estos procesos mediante 
el tratamiento con el antioxidante natural resveratrol. 
1. Estudio ex vivo de la función mitocondrial en la célula 
mesotelial durante el tratamiento con diálisis peritoneal 
El papel de la célula mesotelial en la patogénesis de los cambios estructurales y 
funcionales que sufre el peritoneo durante la DP es evidente, ya que representa la primera 
línea de contacto con el LD (34). La composición rica en glucosa de estos líquidos 
provoca un aumento de la producción de ROS por parte de las células mesoteliales 
peritoneales que juega un papel clave en la síntesis de fibronectina, y por tanto en el 
proceso de fibrosis (177). Así, la exposición continuada a los LD provoca un estado de 
inflamación crónica, que desemboca en la TEM de las células mesoteliales locales, que 
mantenida en el tiempo puede dar lugar de manera progresiva a la fibrosis peritoneal (28).  
Durante este proceso, la célula mesotelial responde perdiendo su fenotipo epitelial y 
adquiriendo características miofibroblásticas entre las que destaca su capacidad invasiva, 
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que le permite alcanzar el estroma submesotelial, donde produce gran cantidad de matriz 
extracelular y factores inflamatorios y angiogénicos, deteriorando la membrana peritoneal 
y provocando en consecuencia el fallo de la misma (34, 106, 178). Llama la atención, que 
la presencia de células mesoteliales con este aspecto in vitro se correlaciona con el fallo 
de membrana, lo que subraya la importancia de este proceso en el deterioro peritoneal 
(75, 106). Todo ello, señala a la célula mesotelial como la protagonista del daño que sufre 
el peritoneo durante la DP, puesto que la fibrosis puede acabar derivando en el fallo de 
ultrafiltración.  
En base a la premisa de que el LD provoca un aumento de ROS en el peritoneo (44) 
y sabiendo que la mitocondria es una de las principales fuentes de ROS, cobra sentido 
evaluar su implicación en el proceso de fibrosis. Para ello, se llevó a cabo un estudio de la 
actividad mitocondrial de las células mesoteliales procedentes del dializado de pacientes 
en DP mediante citometría de flujo. En primer lugar, las células del efluente de 270 
pacientes fueron clasificadas según su estado de TEM por microscopía óptica, 
evidenciado por una morfología celular cuboide o fusiforme como fruto de las 
alteraciones morfológicas del proceso. El estado de TEM observado, se corroboró 
mediante un estudio proteico en el que se observó una disminución del marcador epitelial 
E-cadherina y un aumento del marcador mesenquimal fibronectina en las células con 
fenotipo fibroblástico. Una vez realizada la clasificación, se analizó la actividad 
mitocondrial, observando que las células con fenotipo fibroblástico presentan una 
disfunción mitocondrial en comparación con las de fenotipo epitelial. En este caso, la 
disfunción mitocondrial se caracteriza por una disminución del potencial de membrana 
mitocondrial y un aumento de la producción de ROS mitocondriales, características que 
también fueron observadas en las células mesoteliales al aumentar el tiempo en DP. 
Además, se observó una correlación positiva y significativa entre ambos parámetros en 
pacientes prevalentes que no se obtuvo en los pacientes incidentes (resultados no 
mostrados), que concuerda con el hecho de que la TEM tiene lugar ante una exposición 
prolongada al LD. Por tanto, estos resultados permiten concluir que durante el proceso de 
TEM que sufren las células del peritoneo durante la DP, tiene lugar un empeoramiento 
del funcionamiento de sus mitocondrias. Generalmente se asocia a la mitocondria con la 
producción de energía, pero también participa en otros procesos, como la descomposición 
de ROS, la homeostasis del calcio, la termorregulación y la muerte celular (179). Cuando 
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un tejido es dañado, se produce un exceso de ROS que puede dañar al ADNmt, puesto 
que a diferencia del nuclear no tiene histonas, y por tanto es más susceptible de sufrir un 
daño oxidativo (180). Si el daño mitocondrial no es reparado, o la mitocondria no es 
eliminada, puede darse una pérdida del control del número de copias de ADNmt o 
producirse la lisis celular liberando el ADNmt, que podría dañar a otras células al 
acumularse en el citosol. Esta liberación de ADNmt está estrechamente ligada a la 
generación de ROS (181). En nuestro estudio, la exposición continua a los LD sería el 
principal estímulo que causa el daño en el tejido peritoneal provocando la TEM de las 
células que lo revisten. En algún punto de este proceso, tiene lugar la despolarización de 
la membrana mitocondrial y el incremento de ROS, características que también se ha 
descrito en células cancerígenas pancreáticas durante la TEM inducida por TGFß (182).  
Tras demostrar que el cambio que la célula mesotelial peritoneal sufre en respuesta 
a la DP se asocia con disfunción mitocondrial, se profundizó en el daño mitocondrial que 
las células de la cavidad peritoneal podrían sufrir cuantificando los niveles de ADNmt 
libre en el sobrenadante del efluente peritoneal de 246 pacientes. Con el paso del tiempo, 
los estudios sobre ADNmt han ido adquiriendo protagonismo y aumentando en número, 
constatando su importancia en los diferentes procesos biológicos. Ya en 2001, se 
mostraban las primeras evidencias de que la exposición a una concentración alta de 
glucosa acelera el proceso de envejecimiento de las células mesoteliales peritoneales 
humanas en los pacientes en DP, provocando un daño oxidativo en el ADNmt cuando el 
tratamiento era prolongado (134). En nuestro estudio, hemos observado un aumento 
drástico del número de copias de ADNmt en el efluente peritoneal durante la primera 
conexión, con una cantidad 32 veces superior a la obtenida en las muestras 
correspondientes a los análisis PET. Este incremento probablemente sea debido al daño 
provocado por la cirugía de inserción del catéter de diálisis, ya que se ha demostrado que, 
ante un daño tisular provocado por un trauma mecánico, las células pueden lisarse 
liberando su contenido al espacio extracelular. Así, la fuga de ADNmt, ROS, y otras 
moléculas que actúan como patrones moleculares asociados al peligro (DAMPs, del 
inglés, damage-associated molecular patterns) pueden dañar a las células vecinas 
provocando su necrosis, y como consecuencia, una mayor liberación de ADNmt (122). 
No es la primera vez que se describe un aumento de este marcador de daño celular tras 
una cirugía. En concreto, se ha observado un incremento significativo de ADNmt en el 
plasma de los análisis postoperatorios de pacientes tras una cirugía cardiaca, que además, 
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es significativamente superior en los pacientes cuya operación tiene una duración o o una 
invasividad mayor (183-185). Por otra parte, el ADNmt no sólo está relacionado con la 
cirugía en sí, sino que también lo está con los eventos postoperatorios. Así, se ha descrito 
que un nivel alto de ADNmt plasmático se correlaciona con complicaciones 
postoperatorias tras la realización de un bypass cardiopulmonar (185). Esta relación no es 
exclusiva de los procesos quirúrgicos, ya que en pacientes que han sufrido un 
traumatismo, también se ha observado una correlación positiva entre el ADNmt libre con 
la severidad del daño, la incidencia de una respuesta inflamatoria sistémica (SIRS, del 
inglés, systemic inflammatory response syndrome) y la mortalidad (186). Todos estos 
estudios ponen de manifiesto la relación entre el daño tisular mecánico y el nivel de 
ADNmt plasmático, subrayando la importancia de la cirugía de inserción del catéter en la 
liberación de este marcador. Además, en un estudio in vivo, se observó un incremento del 
reclutamiento leucocitario, de las alteraciones histopatológicas y de la microcirculación 
en el peritoneo parietal como consecuencia de la inserción del catéter peritoneal, y no de 
la instilación del LD (187). Por tanto, una cirugía lo menos invasiva posible y realizada 
en un tiempo reducido se podría traducir en una disminución de la carga de ADNmt. En 
este sentido, cuanto más ADNmt sea liberado, mayor será su potencial para activar la 
respuesta inflamatoria, ya que al ser circular y contener un número elevado de islas CpG, 
es muy similar al ADN bacteriano, y estimula la respuesta inmune innata a través de su 
unión a los receptores TLR-9. Esta unión activa la ruta de señalización NF-κB induciendo 
la expresión de múltiples genes proinflamatorios, sobre todo de aquellos que codifican 
para TNF-α e IL-6. Además, el ADNmt también puede activar el inflamasoma y otras 
rutas de señalización relacionadas con la respuesta inmune innata, actuando como una 
señal de la mitocondria al núcleo, alertando a la célula de que está teniendo lugar un daño 
significativo (188). Por ejemplo, un estudio reciente concluye que el ADNmt presente en 
el dializado muestra una correlación positiva con el nivel de IL-6, TNF-α e IFN-γ 
intraperitoneal, poniendo de manifiesto su implicación en la respuesta inflamatoria en el 
peritoneo (141). En cuanto al ADNmt libre en plasma, se correlaciona significativamente 
con un estado de inflamación sistémico, que actúa como un potente predictor de eventos 
cardiovasculares y de necesidad de hospitalización en pacientes en DP (140). Otros 
estudios muestran que existe una relación entre el aumento de los niveles de ADNmt 
plasmático en pacientes incidentes con la severidad del fallo renal, que se correlaciona 
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significativamente con el nivel de proteína C reactiva (PCR) (140). Sin embargo, en 
nuestro estudio no hemos observado que exista una correlación significativa entre los 
altos niveles de ADNmt observados en el dializado de los pacientes incidentes y la 
concentración de PCR en sangre. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por el 
grupo de Topley et al., que indican que la inflamación sistémica y la intraperitoneal 
reflejan distintos procesos y consecuencias en los pacientes tratados con DP (49). En este 
sentido, la inflamación sistémica se ha asociado con la edad, comorbilidad, y 
supervivencia del paciente, ya sea incidente o prevalente. Por el contrario, la inflamación 
intraperitoneal no parece ser un factor determinante en cuanto a la supervivencia, pero sí 
está relacionada con la tasa de transporte peritoneal de solutos (PSTR, del inglés, 
peritoneal solute transport rate) (49).  
En nuestro estudio, cuando se analizó la relación entre los niveles de ADNmt libre 
en el dializado y el indicador de permeabilidad de la membrana D/P creatinina, se 
observó una correlación positiva y significativa en los pacientes prevalentes en DP. Esta 
correlación no solo tuvo lugar con el ADNmt sino que también se observó una 
correlación negativa y significativa con el potencial de membrana mitocondrial, lo que 
remarca la importancia de la mitocondria en el deteriroro peritoneal (resultados no 
mostrados). En estos pacientes también se obtuvo una correlación negativa y significativa 
entre el ADNmt y la capacidad de ultrafiltración durante el PET, que refleja el transporte 
convectivo, es decir, el funcionameiento de las acuaporinas, que son los canales 
intracelulares por los que atraviesa el agua (resultados no mostrados). Por tanto, podemos 
concluir que en pacientes prevalentes la disfunción mitocondrial se correlaciona con una 
peor función dialítica del peritoneo, ya que se asocia con un aumento intraperitoneal de la 
concentración de ADNmt y con un descenso del potencial de membrana mitocondrial. 
Por tanto, el daño provocado en el tejido peritoneal por una exposición prolongada a los 
LD en los pacientes prevalentes en DP provoca una disfunción mitocondrial, que podría 
participar en el proceso de TEM. A su vez, ante la persistencia del estrés, tendría lugar la 
lisis celular liberándose el ADNmt que actuaría como un DAMP disparando la respuesta 
proinflamatoria y profibrótica por su unión a los recpetores TRL9, que funcionalmente se 
traduciría en los procesos de TEM y angiogénesis, con la consecuente deposición de 
colágeno en la zona submesotelial (189). Todo ello afecta a la permeabilidad de 
membrana, y esta podría ser la explicación de la correlación entre el potencial de 
membrana, el ADNmt y el marcador de transporte peritoneal difusivo D/P creatinina. 
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En la misma línea, el estudio llevado a cabo por Xie et al. concluye que la cantidad 
de ADNmt en el dializado se correlaciona con el grado de inflamación intraperitoneal en 
los pacientes en DP, y que éste determina la PSTR (141). Ambos estudios se 
complementan, puesto que se analizan en cohortes distintas, y con un enfoque diferente, 
ya que en su caso se han tenido en cuenta los datos desde el primer PET (0-3 meses en 
DP) hasta los 6 meses de tratamiento, con un tiempo medio en DP de 2.7 meses, mientras 
que nuestro estudio fue realizado durante un rango temporal mayor, con un tiempo medio 
de 18.5 meses. Por último, la clasificación de las células de pacientes procedentes del 
dializado que realizamos según su fenotipo posibilita futuros estudios sobre la relación 
entre el nivel de ADNmt y el proceso de TEM. En todo caso, ambos estudios apuntan a 
que el ADNmt podría actuar como un potencial biomarcador de la función peritoneal en 
pacientes prevalentes en DP, y, por tanto, señalan al ADNmt y a la mitocondria como 
nuevas dianas terapéuticas. En concreto, hay estudios que han concluido que la 
reperfusión de un tejido lesionado retarda que el ADNmt libre alcance la circulación 
sanguínea tras un trauma, dado que se han observado menores niveles plasmáticos de 
ADNmt al realizar lavados durante una cirugía abdominal abierta, lo que apuntaría a la 
eliminación del ADNmt como una posible estrategia terapéutica (190). En este sentido, el 
drenaje del LD podría ser la causa de que los altos niveles de ADNmt observados en las 
primeras conexiones no lleguen al torrente sanguíneo y que en consecuencia no se 
observe una respuesta inflamatoria a nivel sistémico. De todos modos, sería necesario 
determinar la concentración de ADNmt a nivel sistémico en estos pacientes para 
confirmar esta hipótesis, no obstante, en nuestro estudio no hemos observado una 
correlación entre la cantidad de ADNmt en el efluente peritoneal y el parámetro PCR en 
sangre (resultados no mostrados).  
En resumen, en este apartado se ha demostrado ex vivo la implicación de la 
disfunción mitocondrial en la TEM de las células peritoneales en respuesta al tratamiento 
con DP, ya que las células con fenotipo fibroblástico presentan una despolarización de su 
membrana mitocondrial y una mayor producción de ROS mitocondriales. También se ha 
puesto de manifiesto que la cirugía de inserción del catéter de diálisis causa un daño 
tisular agudo en el peritoneo evidenciado por un aumento drástico de ADNmt en el 
efluente, y que los niveles de este marcador de daño mitocondrial se correlacionan 
positivamente con la función dialítica del peritoneo en pacientes prevalentes. Puesto que 
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la TEM de las células peritoneales tiene su origen en la cronificación de la respuesta 
inflamatoria en el peritoneo durante la DP, el siguiente paso fue evaluar in vitro la 
implicación de la disfunción mitocondrial sobre el proceso inflamatorio. 
2. Análisis in vitro de la implicación de la mitocondria en la 
respuesta inflamatoria de la célula mesotelial peritoneal 
humana 
El tratamiento con DP provoca una respuesta inflamatoria en el peritoneo de los 
pacientes originada principalmente por la bioincompatibilidad de los LD (29, 105, 191). 
Estudios previos han demostrado un incremento de los marcadores de estrés oxidativo en 
el suero y efluente peritoneal de los pacientes sometidos a DP, en correlación con la 
función peritoneal (172). La mitocondria juega un papel clave en el estrés oxidativo por 
ser una de las principales fuentes celulares de ROS, y en consecuencia responsable de la 
activación de numerosas vías de señalización proinflamatorias. Sin embargo, y como ya 
hemos mencionado, son muy pocos los datos que existen sobre el papel que la disfunción 
mitocondrial desempeña en el daño peritoneal tanto ex vivo como in vitro.  
En el presente estudio se comprobó in vitro, en primer lugar, que efectivamente el 
LD induce una disfunción mitocondrial en las células mesoteliales en cultivo. La 
inducción de la disfunción se evaluó mediante la valoración del potencial de membrana 
mitocondrial, que disminuyó significativamente un 29.4%. Otros autores también han 
reportado que los LD dañan a las mitocondrias, provocando un incremento de la 
producción de ROS mitocondriales y una disminución de la actividad del complejo III de 
la CRM y de las enzimas antioxidantes. Además, se ha visto que estas alteraciones tienen 
lugar de modo dosis-dependiente en función de su contenido en glucosa, que en 
concentraciones elevadas disminuye el potencial de membrana mitocondrial en las células 
mesoteliales (44, 138). Asimismo, recientemente se ha demostrado en células 
cancerígenas de endometrio que en la disfunción mitocondrial provocada por la glucosa 
participa la activación de la proteína 1 relacionada con la dinamina (Drp1, del inglés, 
Dynamin-related Protein 1), que media la fisión mitocondrial y cuya fosforilación 
provoca la despolarización mitocondrial en células cardiacas (142, 192). Por tanto, el alto 
contenido en glucosa de los LD podría ser el responsable de la disminución del potencial 
de membrana mitocondrial observada en nuestro estudio en las células mesoteliales.  
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La bioincompatibilidad de los LD también provoca una respuesta inflamatoria tanto 
a nivel intraperitoneal como sistémico, que supone un factor de riesgo que contribuye a la 
mortalidad en los pacientes de DP por problemas cardiovasculares (193). De hecho, 
durante los primeros días de tratamiento, el nivel de citoquinas en el efluente de los 
pacientes se encuentra por debajo de los rangos de detección. Sin embargo, a partir de los 
4 meses y en ausencia de peritonitis, la concentración de citoquinas se ve aumentada, 
presentándose en un rango de 0.52±0.041 pg/ml en el caso de la IL-1ß y de 24.1±2.08 
pg/ml de IL-6. En este aspecto, se ha comprobado que existe una asociación significativa 
entre la mortalidad y niveles plasmáticos altos de citoquinas proinflamatorias, como IL-8, 
IL-6 e IL-1ß en pacientes en DP (194, 195). En nuestro estudio, hemos obtenido 
resultados preliminares que indican un aumento de la expresión de IL-6 en el efluente de 
pacientes en DP que presentan células con fenotipo fibroblástico, que sugieren que podría 
estar relacionado con el proceso de TEM. 
Una de las citoquinas más abundantes y características de la respuesta inflamatoria 
temprana es la IL-1ß, y una de sus principales acciones consiste en inducir la producción 
de gran variedad de mediadores inflamatorios, entre los que se encuentran COX-2 e IL-8 
(196). En la fisiopatología de la membrana peritoneal, también es una de las moléculas 
clave en el desarrollo de la respuesta inflamatoria, habiéndose descrito que la exposición 
a los LD con altas concentraciones de glucosa induce la expresión de IL-1ß en células 
mesoteliales (139, 197).  
En este trabajo, se ha demostrado que la IL-1ß modifica la función mitocondrial 
induciendo una reducción en su potencial de membrana en células epiteliales del efluente 
de pacientes en DP. Estos resultados coinciden con estudios realizados en otros tipos 
celulares obtenidos en nuestro grupo y por otros investigadores, que demuestran que la 
IL-1ß es capaz de producir una disrupción del potencial de membrana mitocondrial (127, 
198). Por tanto, la pérdida del potencial de membrana que experimentan las mitocondrias 
de las células mesoteliales con fenotipo fibroblástico y de las que más tiempo han estado 
expuestas al LD, podría ser debida a un incremento de la expresión de IL-1ß como 
consecuencia de la bioincompatibilidad de los LD.  
Desde el inicio del tratamiento de DP, el metabolismo energético sufre alteraciones, 
puesto que la composición de los LD provoca que el peritoneo esté expuesto a unos 40-80 
g de glucosa al día (199). Las moléculas inflamatorias juegan un papel importante en la 
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regulación de la actividad metabólica, por lo que a continuación realizamos un abordaje 
piloto sobre el metabolismo mitocondrial, encontrando que las células mesoteliales 
muestran una disminución de la tasa respiratoria basal mitocondrial tras su exposición a 
IL-1ß. En concreto, se produce un leve incremento de la fuga de protones, que implica un 
aumento en su bombeo que no alcanza a utilizarse en el complejo V para la formación de 
ATP, lo que concuerda con que la IL-1ß provocó una reducción de la tasa de consumo de 
oxígeno (OCR) destinada a la producción de este compuesto. Además, se observó un 
descenso de la tasa máxima de respiración y por tanto, de la capacidad respiratoria de 
reserva en respuesta a la incubación con IL-1ß. A nivel funcional, esto podría traducirse 
en que la respuesta inflamatoria en el peritoneo provoca que sus células presenten una 
menor capacidad para cubrir sus necesidades energéticas, así como una menor 
competencia a la hora de responder a una demanda energética adicional. De nuevo, estos 
resultados concuerdan con nuestros estudios previos en el ámbito de la patología articular, 
en los que la estimulación de condrocitos con IL-1ß redujo significativamente la 
producción de ATP (127). En cuanto a la disminución de la OCR destinada a la 
producción de ATP y la reducción de la capacidad respiratoria de reserva obtenida por la 
estimulación con IL-1ß en la célula mesotelial, se ha observado que ante una situación de 
estrés oxidativo la capacidad de reserva se debilita, pudiendo inducir la muerte celular 
cuando se alcanza el umbral de la respiración basal (200, 201). En relación con esto, hay 
estudios in vitro que demuestran que el LD basado en glucosa es capaz de inducir ROS 
mitocondriales y apoptosis, además de dañar el ADNmt de las células mesoteliales 
humanas (44, 138, 202).  
En algunas enfermedades en las que el metabolismo mitocondrial se ve afectado, 
sus células compensan la deficiencia de energía vía glucólisis (203). Sin embargo, al 
analizar la función glucolítica en las células peritoneales, se apreció una leve disminución 
de la ECAR en las células tratadas con IL-1ß en relación con la condición basal. 
Resultados similares se han obtenido en otros tipos celulares como en macrófagos, que en 
condiciones con altas dosis de glucosa aumentan la expresión de IL-1ß y tiene lugar un 
desacoplamiento de la glucólisis (204). Por otra parte, en estudios recientes de análisis del 
transcriptoma, se observó un aumento de la expresión de genes que codifican para 
enzimas clave en la glucólisis en las células mesoteliales de pacientes que llevaban más 
de 6 años en DP. En este caso se comprobó que el aumento de la expresión de estos genes 
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estaba correlacionado positivamente con la expresión de marcadores de TEM, y que el 
bloqueo de la hiperglucólisis tenía la capacidad de revertir este proceso (205).  
Diversos estudios muestran que cuando la integridad mitocondrial se ve 
comprometida, se modifican los patrones moleculares asociados, desencadenándose la 
respuesta inflamatoria e iniciándose el proceso patológico en numerosas enfermedades 
autoinmunes y neurodegenerativas; y en otras como el síndrome metabólico o el cáncer 
(206). El uso de diferentes compuestos que inducen disfunción mitocondrial ha sido 
ampliamente utilizado para simular patologías en las que la mitocondria podría estar 
implicada (125, 126). En este estudio, para testar la implicación de la mitocondria en la 
respuesta inflamatoria de las células mesoteliales, se indujo la disfunción mitocondrial 
utilizando el prooxidante paraquat y la oligomicina, que inhibe la ATP sintasa o complejo 
V de la CRM.  
Debido a la limitación ya comentada que supone trabajar con células primarias 
mesoteliales, algunos de los experimentos in vitro que se describen a continuación se 
realizaron en líneas celulares inmortalizadas. Por ello, se comprobó en primer lugar, la 
eficacia de la línea celular MeT5A en el desarrollo de la respuesta inflamatoria al 
incrementar la expresión génica de mediadores inflamatorios involucrados en el proceso 
patológico que sufre la membrana peritoneal durante la diálisis tras su exposición a IL-1ß 
y TNF-α. Asimismo, la exposición a oligomicina y paraquat, no resultó en una pérdida de 
la viabilidad celular con respecto a la condición basal. Tras demostrar tanto la idoneidad 
de las células, como las dosis de inhibidores mitocondriales empleados, comprobamos 
que las células mesoteliales que sufren disfunción mitocondrial presentan una expresión 
moderada de COX-2 e IL-8 significativamente superior que aquellas células mesoteliales 
sin disfunción. Estos resultados concuerdan con estudios previos realizados en nuestro 
laboratorio en los que se describe que el fallo mitocondrial es capaz de incrementar la 
producción de COX-2 y PGE2 y también de IL-8 en condrocitos y sinoviocitos humanos 
en cultivo (126, 207). Asimismo, la exposición de células mesoteliales a inhibidores del 
complejo I (rotenona) y del complejo III (antimicina A) de la CRM, incrementó la 
expresión de IL-1ß en niveles incluso mayores al que induce la exposición a los LD 
(139). La relación entre disfunción mitocondrial y citoquinas inflamatorias se ha descrito 
en multitud de patologías crónicas como el Chron o el cáncer, en las que la 
superproducción de ROS mitocondriales activa rutas de señalización que en consecuencia 
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aumentan la expresión de citoquinas proinflamatorias (208). De este modo, la disfunción 
mitocondrial podría ser la responsable del aumento de la expresión de diversos 
mediadores inflamatorios, que como hemos visto en este trabajo, pueden provocar una 
disfunción mitocondrial, creándose así un ciclo vicioso de inflamación y daño 
mitocondrial que se retroalimenta positivamente. 
Asimismo, en este estudio se ha demostrado que células mesoteliales con 
disfunción mitocondrial presentan una respuesta inflamatoria exacerbada a las citoquinas 
IL-1ß y TNF-α respecto a aquellas con mitocondrias sanas. Es decir, la disfunción 
mitocondrial tuvo la capacidad de amplificar de manera significativa la respuesta 
inflamatoria, sensibilizando las células a la estimulación con citoquinas. Estos resultados 
son apoyados por estudios previos en nuestro laboratorio en los que se demuestra que la 
disfunción mitocondrial induce la respuesta inflamatoria en sinoviocitos y condrocitos 
humanos, y que además, sensibiliza estas células provocando una amplificación de la 
respuesta inflamatoria inducida por IL-1ß y TNF-α (125, 126). En otros tipos celulares, 
como es el caso de los macrófagos, también se ha visto que la exposición continuada a 
altas concentraciones de glucosa intensifica su respuesta a la estimulación con citoquinas 
(204).  
El estrés oxidativo está estrechamente relacionado con el estado de inflamación 
crónica (89). Gran parte de los ROS se originan durante la cadena de transporte 
electrónico. A su vez, el exceso de ROS generado durante este proceso, provoca un daño 
oxidativo en las mitocondrias, por lo que una alteración en su actividad puede exacerbar 
fácilmente el estado de estrés oxidativo (118). Cuando las células mesoteliales se 
incubaron con el “secuestrador” selectivo de ROS mitocondriales MitoTEMPO, la 
producción de COX-2 e IL-8 inducida por la disfunción mitocondrial en presencia de 
citoquinas se redujo significativamente. Este vínculo entre el estrés oxidativo y la 
inflamación es evidente en múltiples tipos celulares como condrocitos y neuronas, y 
también en diversas patologías como la inflamación pulmonar y sepsis polimicrobiana 
(207-210). Así, la composición de los LD podría producir una disfunción mitocondrial, 
que como consecuencia incrementaría la producción de ROS mitocondriales que podría 
exacerbar la respuesta inflamatoria en el peritoneo de los pacientes en DP.  
El factor de transcripción NF-κB es muy sensible a los desajustes del estado redox, 
provocando la activación de la transcripción de genes que participan en la respuesta 
inflamatoria, entre los que se incluyen COX-2 e IL-8. Para testar la implicación de este 
Discusión 




factor en el agravamiento de la respuesta inflamatoria por disfunción mitocondrial, se 
utilizó el inhibidor BAY, que evita la traslocación de NF-κB al núcleo. Como resultado, 
el pretratamiento de las células mesoteliales con este compuesto, provocó una 
disminución de la expresión de COX-2 e IL-8 inducida por citoquinas y amplificada por 
inhibidores de la CRM. Por tanto, el factor de transcripción de NF-κB podría estar 
implicado en el agravamiento de la respuesta inflamatoria a citoquinas por disfunción 
mitocondrial, confirmándose el papel de la mitocondria en el control de la expresión 
genética nuclear. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en otros tipos celulares, 
como es el caso de los condrocitos, en los que la inhibición de NF-κB provocó una 
reducción de la expresión proteica de COX-2 y del nivel de PGE2 inducido por disfunción 
mitocondrial, confirmando su implicación en el proceso inflamatorio (207), y también en 
células mesoteliales, en donde BAY disminuye la expresión de mediadores inflamatorios 
incrementados por el factor inflamatorio alográfico 1 (AIF-1, del inglés, Allograft 
Inflammatory Factor 1) (211). De este modo, el estrés oxidativo provocado por la 
disfunción mitocondrial como consecuencia de la continua exposición del peritoneo de 
los pacientes en DP con el LD, podría activar la traslocación de NF-κB al núcleo, 
activando la transcripción de genes involucrados en la respuesta inflamatoria. Así, la 
respuesta inflamatoria ya presente en el peritoneo se agravaría, lo que a su vez provocaría 
una disfunción mitocondrial cerrándose el ciclo vicioso que se retroalimentaría 
positivamente pudiendo provocar la transición epitelio-mesenquimal de las células 
peritoneales que finalmente podría desembocar en el fallo de ultrafiltración que haría 
inviable el tratamiento con DP. 
 
3. Análisis in vitro de la implicación de la mitocondria en el 
proceso de Transición Epitelio-Mesenquimal de la célula 
mesotelial peritoneal  
La fibrosis es un proceso natural mediante el cual se sintetiza tejido conectivo 
fibroso para reparar una lesión o daño, en cuyo caso recibe el nombre de cicatrización. 
Sin embargo, si la reacción inflamatoria no es capaz de recuperar la homeostasis celular y 
se mantiene en el tiempo, puede conducir a la síntesis de factores proangiogénicos, de 
crecimiento y fibrogénicos, y convertirse en un proceso patológico crónico (212). En este 
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sentido, la exposición continua de la membrana peritoneal al LD en los pacientes en DP, 
conduce a un proceso inflamatorio crónico de bajo grado que a su vez puede derivar en 
cambios estructurales como la fibrosis (213). Por ello, el índice de fibrosis provocado, 
suele ser proporcional al tiempo de exposición al LD, y tiende a revertirse al interrumpir 
el tratamiento (214).  
Previamente hemos descrito ex vivo la implicación de la mitocondria en el proceso 
de TEM, e in vitro, la implicación de la mitocondria en el desarrollo de la respuesta 
inflamatoria de la célula mesotelial. En este contexto, cobra especial relevancia 
profundizar in vitro en el estudio de la participación de la mitocondria en la TEM que 
conduce a la fibrosis peritoneal. 
Mediante el uso del inhibidor MitoTEMPO, se confirmó que los ROS 
mitocondriales pueden actuar como intermediarios en el incremento de la expresión 
proteica del marcador mesenquimal fibronectina en células mesoteliales humanas 
procedentes de biopsias de omento, resultados que fueron corroborados en la línea 
peritoneal HMrSV5. De acuerdo con este resultado, se ha descrito una reversión de la 
TEM inducida por factores de crecimiento epidérmico al emplear el secuestrador 
selectivo de ROS mitocondriales SkQ1 en células cancerígenas cervicales (215). 
Una de las moléculas clave que desencadena la TEM en las células mesoteliales, y 
también en otros tipos celulares, es el factor de crecimiento TGFß1. En DP, se ha visto 
que su concentración aumenta en el efluente peritoneal de los pacientes dependiendo del 
tiempo, pasando de valores medios iniciales de 35 pg/ml a 106 pg/ml a los 5 meses de 
tratamiento (216). El desarrollo de estudios in vivo además, ha permitido conocer que la 
exposición continuada al LD incrementa la expresión de TGFß1 en el peritoneo, y que la 
sobreexpresión de esta molécula induce la fibrosis peritoneal y la consecuente pérdida de 
la función dialítica (217, 218). Se cree que durante el tratamiento, la glucosa, sus 
productos de degradación (GDPs, del inglés, glucose degradation products) y los 
productos finales de la glicación avanzada (AGES, del inglés, advanced glycation end 
products) son los responsables de inducir la expresión de TGFß1, que activa el complejo 
Smad2/3, que se une a Smad4 formando un complejo que es translocado al núcleo, donde 
regula la transcripción de diversos genes, junto con otros coactivadores y corepresores, 
que promueven la fibrosis peritoneal.  
El proceso fibrótico y la inflamación provocada por la bioincompatibilidad de los 
LD tienen una relación bidireccional, es decir, uno induce al otro y viceversa 
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retroalimentándose positivamente (37). De este modo, aunque el TGFß es considerado el 
factor clave de la TEM y los fenómenos fibrogénicos asociados, otras citoquinas, como 
IL-1ß o TNF-α, pueden participar en el desarrollo de la fibrosis induciendo un incremento 
de la expresión peritoneal de TGFß (96). Así, en la línea celular mesotelial Met5A, se 
comprobó que IL-1ß era capaz de inducir la expresión génica de fibronectina a las 48 h de 
estimulación (resultados no mostrados). Los ROS generados por la exposición a los LD 
podrían contribuir no sólo a la expresión de TGFß, sino también al aumento de la 
expresión de IL-1ß y TNF-α. Por ejemplo, en queratinocitos, se ha observado que la 
inducción de las citoquinas proinflamatorias IL-1ß, IL-6 y TNF-α se ve incrementada al 
aumentar el nivel de ROS (219). Otros estudios en otros tipos celulares, muestran que la 
sobreproducción de ROS conduce a la inflamación y mutagénesis vía TNF-α (220). 
Además, los mediadores TGFß, IL-1ß y TNF-α a su vez pueden inducir la producción de 
ROS, estableciéndose un ciclo de retroalimentación de estrés oxidativo, inflamación y 
fibrosis que se hace cada vez más difícil de detener (221).  
En el presente trabajo, tras demostrar la validez de la línea celular MeT5A para 
realizar estudios de TEM, al ser capaz de inducir la expresión del marcador mesenquimal 
fibronectina y disminuir la expresión del marcador epitelial E-cadherina tras su 
exposición al TGFß, realizamos un estudio piloto para evaluar el efecto de este factor de 
crecimiento sobre el metabolismo mitocondrial. El TGFß1 provocó una disfunción 
mitocondrial en las células mesoteliales, caracterizada por un descenso de la tasa 
respiratoria y una disminución en la cantidad de oxígeno destinado a la producción de 
ATP celular. Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos en células cancerígenas 
de pulmón en las que se describe un descenso del potencial de membrana mitocondrial y 
un aumento de ROS, además de una menor producción de ATP, tras la inducción de la 
TEM por la exposición al TGFß (222). En este sentido, es importante destacar que en 
condiciones patológicas, la falta de ATP puede interferir en la expulsión de Ca2+ de la 
mitocondria, donde sería retenido provocando un aumento de la producción de ROS 
mitocondriales. A su vez, este incremento puede aumentar la concentración de Ca2+, 
causando así un bucle de autoamplificación, agravando el daño celular (223). Esta ruta 
podría contribuir a los resultados obtenidos ex vivo, que mostraron un aumento de la 
producción de ROS de origen mitocondrial por parte de las células procedentes del 
efluente de pacientes en DP que habían sufrido la TEM. Estos ROS, también podrían 
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provocar un daño oxidativo en la mitocondria, agravando la disfunción mitocondrial e 
induciendo la fibrosis peritoneal. Además, nuestros resultados muestran que la exposición 
al TGFß provocó un descenso de la tasa máxima de respiración y de la capacidad 
respiratoria de reserva en las células mesoteliales. En la misma línea, otros estudios 
también han demostrado que la reducción de la actividad respiratoria mitocondrial 
provocada por la inhibición de la expresión del factor de elongación mitocondrial Tu, 
incrementa la producción de ROS induciendo la TEM en células cancerígenas de pulmón 
(224). En su conjunto, estos resultados avalan de nuevo la estrecha relación entre la 
disfunción mitocondrial y la TEM.  
En presencia de una disminución de la actividad respiratoria mitocondrial, 
generalmente se activan mecanismos compensatorios para la obtención de energía (225). 
Sin embargo, nuestros resultados muestran una disminución de la ECAR en las células 
mesoteliales humanas tratadas con TGFß1. No obstante, resultados contradictorios 
muestran in vivo que los LD aumentan la glucólisis en las células peritoneales, y que la 
glucosa y sus productos de degradación pueden activar la expresión de TGFß1, que a su 
vez incrementa la síntesis de enzimas involucradas en la glucólisis. Además, estos 
estudios demostraron in vitro, un aumento de la ECAR en las células mesoteliales a las 48 
h de tratamiento con TGFß, lo que implica que este factor de crecimiento estimularía el 
metabolismo glucolítico (205).  
Así, los resultados in vitro obtenidos en este apartado avalan la implicación de la 
mitocondria en el proceso de TEM que sufren las células mesoteliales durante la DP. En 
este sentido, se ha observado que los ROS procedentes de la mitocondria podrían actuar 
como mediadores en la producción de fibronectina, por lo que podrían estar induciendo 
un incremento de TGFß, que como hemos observado, genera una disfunción mitocondrial 
disminuyendo la tasa respiratoria basal, la OCR destinada a la producción de ATP, la 
respiración máxima y la capacidad respiratoria de reserva. Este daño mitocondrial podría 
incrementar de nuevo el nivel de ROS de origen mitocondrial volviendo al inicio del 
ciclo, que se exacerbaría hasta provocar finalmente la fibrosis peritoneal.  
Por tanto, la implicación de la mitocondria en la respuesta inflamatoria y la TEM 








4. Efecto del resveratrol en la modulación de la respuesta 
patológica en células mesoteliales 
A lo largo de esta tesis, se ha descrito que el estrés oxidativo está estrechamente 
relacionado con la inflamación y con la fibrosis peritoneal que se asocia al tratamiento 
con DP. Como ya se ha mencionado, la cronificación de estos eventos puede conducir al 
fallo de ultrafiltración, conduciendo de forma inevitable a la inviabilidad de la técnica. 
Por ello, surge la necesidad de definir nuevas terapias para preservar la integridad de la 
membrana peritoneal. En este sentido, las estrategias terapéuticas ofrecidas por 
compuestos naturales antioxidantes están en pleno auge. Este es el caso de suplementos 
con vitaminas E y C, o carotenoides que han mostrado un efecto potencialmente 
beneficioso en estos pacientes (89).  
El resveratrol es un polifenol que se produce de manera natural en ciertas plantas, 
encontrándose en algunos frutos presentes en nuestra dieta, como las uvas, manzanas, 
frambuesas, arándanos, ciruelas o cacahuetes, y en los productos derivados como el vino. 
El interés en este compuesto ha ido en aumento a lo largo de los años debido a los efectos 
beneficiosos que se le atribuyen, entre los que destacan sus propiedades antioxidantes, 
antiinflamatorias, antienvejecimiento, cardioprotectoras, neuroprotectoras y 
anticancerígenas (226). En los resultados obtenidos durante este estudio, se ha puesto de 
manifiesto la importancia de la disfunción mitocondrial en el estado de estrés oxidativo y 
la fisiopatología de la célula mesotelial durante la respuesta inflamatoria y la TEM, por lo 
que resulta de gran interés analizar la capacidad de un compuesto natural como el 
resveratrol para contrarrestar estos efectos. 
Una de las ventajas de los tratamientos con compuestos naturales es su baja 
toxicidad en comparación con otros métodos o fármacos (227). De todos modos, en 
primer lugar, se comprobó que el tratamiento con resveratrol no afectaba a la 
supervivencia de la célula mesotelial. Seguidamente, se observó que el resveratrol tuvo la 
capacidad revertir de manera significativa la despolarización de la membrana 
mitocondrial inducida por la exposición al LD, y también tras la estimulación con IL-1ß 
en las células peritoneales humanas. Además, se observó que el pretratamiento con 
resveratrol producía una mejora en la actividad respiratoria mitocondrial en células 
procedentes del efluente de pacientes en DP expuestas a IL-1ß. Los niveles de OCR 
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destinados a la producción de ATP en las células tratadas con resveratrol mostraron una 
tendencia al aumento, y la capacidad máxima respiratoria, así como la capacidad 
respiratoria de reserva también se vieron incrementadas. Por tanto, el tratamiento con 
resveratrol parece proteger la función mitocondrial durante la exposición a citoquinas 
proinflamatorias y a los LD. Nuestros resultados concuerdan con múltiples estudios que 
avalan que el resveratrol protege la función mitocondrial en otros tipos celulares, 
favoreciendo la síntesis de ATP, atenuando el daño mitocondrial, incrementando su 
actividad y revirtiendo la disminución del potencial de membrana mitocondrial (228-
233). 
Además de mejorar la actividad mitocondrial, durante esta tesis se ha comprobado 
la capacidad del resveratrol para revertir significativamente la respuesta inflamatoria 
inducida por IL-1ß. En este caso, las células mesoteliales MeT5A tratadas con resveratrol, 
mostraron una reducción de la expresión génica de los mediadores inflamatorios COX-2 e 
IL-8, alcanzando niveles de expresión similares a los basales. Esta capacidad 
antiinflamatoria del resveratrol se confirmó en la línea celular peritoneal humana 
HMrSV5 y en células procedentes del efluente de pacientes en DP, en las que también se 
observó una disminución de la producción de PGE2 inducida por IL-1ß. Diversos estudios 
han puesto de manifiesto que el resveratrol interviene en la ruta del ácido araquidónico 
suprimiendo el efecto de COX-2 a varios niveles (234). De hecho, desde 1999, se conoce 
que el resveratrol inhibe la expresión de COX-2 y la síntesis de PGs inducida por éster de 
forbol inhibiendo la ruta de la PKC (235). Asimismo, en estudios in vitro realizados 
anteriormente por nuestro grupo, hemos descrito como el resveratrol tiene la capacidad de 
reducir la expresión de IL-8, de COX-2 y de su producto, la PGE2 en sinoviocitos y 
condrocitos humanos (125, 126). 
Sin embargo, también existen resultados opuestos que muestran que el resveratrol 
por sí solo induce la expresión de la citoquina proinflamatoria IL-8 vía NF-κB, de manera 
similar a la inducción obtenida con la estimulación con IL-1ß o TNF (236, 237). En 
nuestro caso, también se evaluó el efecto del resveratrol sin combinación con estímulos 
inflamatorios, no encontrándose diferencias significativas entre la expresión basal y la 
obtenida con el tratamiento con resveratrol sobre la expresión génica de IL-8 y COX-2. 
Cabe destacar que la dosis de resveratrol utilizada en este estudio discordante, es cinco 
veces superior a la que hemos utilizado en nuestro trabajo, por lo que estos resultados 
podrían explicarse mediante el fenómeno de hormésis, es decir, una respuesta adaptativa 
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bifásica a un estrés moderado, dependiente de la dosis del compuesto utilizado. De este 
modo, un compuesto puede tener un efecto beneficioso y de estimulación a dosis baja, y 
un efecto inhibitorio y tóxico a dosis mayores (238). Actualmente, se siguen poniendo de 
manifiesto las propiedades antiinflamatorias del resveratrol. Por ejemplo, en un estudio 
reciente se ha descrito que disminuye la inflamación inhibiendo la expresión de las 
citoquinas IL-8 e IL-6 en un modelo animal de enfermedad pulmonar obstructiva crónica 
(239). 
En nuestro estudio, se ha demostrado que el resveratrol también tiene la capacidad 
de revertir una respuesta inflamatoria de mayor intensidad, disminuyendo la expresión de 
mediadores inflamatorios inducida por citoquinas y amplificada por disfunción 
mitocondrial. En este caso, la amplificación de la expresión de COX-2 e IL-8 inducida 
por la estimulación conjunta de IL-1ß y oligomicina, y de TNF-α y paraquat, se redujo 
drásticamente en las células mesoteliales previamente tratadas con resveratrol. Estos 
resultados siguen la misma línea que los obtenidos por Valcárcel-Ares et al., en artritis 
reumatoide, en los que se muestra que el resveratrol previene la inflamación tras el 
tratamiento de sinoviocitos con una combinación de IL-1ß y oligomicina, disminuyendo 
la expresión de COX-2 e IL-8 (126).  Del mismo modo, estudios in vivo previamente 
desarrollados por nuestro grupo, demostraron que la administración vía oral de este 
compuesto reduce el daño oxidativo y la expresión de mediadores inflamatorios en el 
tejido sinovial y el suero durante la fase aguda en un modelo animal de artritis reumatoide 
(168). Además, multitud de estudios recientes siguen avalando los beneficios del 
resveratrol en enfermedades cerebrales neurodegenerativas, neuroinflamatorias y 
relacionadas con el envejecimiento (240-243). Aunque, de nuevo existen resultados 
contradictorios, como el descrito en un modelo animal de ratón en el que la dieta con 
resveratrol aumenta la expresión cerebral de TNF-α inducida por LPS. Al buscar una 
explicación a este resultado que contradice su efecto antiinflamatorio, se sugiere que el 
resveratrol podría reparar mecanismos que son posteriormente activados por el LPS, 
obteniendo así una respuesta inflamatoria mayor. También aluden que durante la 
respuesta inducida por LPS no se origina un estrés oxidativo, y que por tanto, las 
propiedades antiinflamatorias del resveratrol podrían ser debidas a su efecto antioxidante 
(237). Otros estudios, por el contrario, mostraron que el resveratrol provocaba una 
disminución de la expresión de IL-1ß inducida por una dosis menor de LPS en ratones de 
   Discusión  
   
 151 
avanzada edad (244). Así, las diferencias observadas entre los diferentes estudios se 
podrían explicar por diferencias en las dosis utilizadas, o en el tipo celular y duración del 
tratamiento o por el estadio de la enfermedad.  
Durante este trabajo, además de comprobar las propiedades antiinflamatorias del 
resveratrol, también se testó su capacidad antifibrótica. Para reproducir la fibrosis que 
ocurre en el peritoneo, las células mesoteliales fueron estimuladas con el factor de 
crecimiento TGFß1, y se observó que el tratamiento con resveratrol ejerció un efecto 
protector sobre el proceso de TEM, impidiendo el incremento de la expresión proteica de 
fibronectina y de α-SMA en las células mesoteliales MeT5A. La misma tendencia se 
obtuvo en la línea peritoneal humana HMrSV5, en la que también se observó un ligero 
aumento de la expresión de E-cadherina. Por tanto, el resveratrol tiene la capacidad de 
prevenir la fibrosis en las células mesoteliales, impidiendo el proceso de TEM. Este 
efecto también se ha observado in vivo en modelos de cirrosis, fibrosis renal o infecciones 
parasitarias a través de la disminución de TGFß1 (233, 245, 246). En otros estudios se 
demostró que el resveratrol previene la TEM inducida por TGFß al preservar la función 
mitocondrial (222).  
Como conclusión, durante este trabajo el resveratrol mostró un efecto protector de 
la función mitocondrial, atenuando la respuesta inflamatoria y la fibrótica, por lo que se 
confirma el efecto protector del resveratrol en la patología de la célula mesotelial. 
En resumen, durante este trabajo se ha demostrado que existe disfunción 
mitocondrial en las células peritoneales de los pacientes en DP que sufren la TEM, y que 
el ADNmt libre en el dializado está correlacionado positivamente con la función dialítica 
del peritoneo en pacientes prevalentes. Además, se ha visto que tanto el LD como la 
citoquina inflamatoria IL-1ß tienen la capacidad de inducir la disfunción mitocondrial 
que, a su vez, incrementa la expresión de mediadores inflamatorios y agrava la respuesta 
inflamatoria inducida por citoquinas en un proceso en el que los ROS mitocondriales y el 
factor NF-κB estarían involucrados. Además, se ha demostrado la implicación de la 
mitocondria en el proceso de TEM. Finalmente, se ha observado in vitro que el 
resveratrol tiene la capacidad de mejorar la función mitocondrial, de disminuir la 
inflamación y de impedir la TEM de las células mesoteliales, por lo que el siguiente paso 
fue realizar un modelo animal de DP en ratones, en el que se administró el resveratrol 
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A. La mitocondria está implicada en el proceso de fibrosis que sufren las células 
peritoneales de los pacientes en tratamiento con diálisis peritoneal (DP).  
1. Las células procedentes del efluente de pacientes en DP con fenotipo fibroblástico 
sufren una disfunción mitocondrial caracterizada por un aumento de las especies 
reactivas de oxígeno (ROS) mitocondriales y una disminución del potencial de 
membrana mitocondrial. 
2. El peritoneo sufre un daño mitocondrial agudo durante la cirugía de inserción del 
catéter, evidenciado por un aumento del número de copias de ADN mitocondrial 
(ADNmt) libre en el sobrenadante del efluente de las primeras conexiones. 
3. Existe una correlación positiva entre el número de copias de ADNmt del 
sobrenadante del dializado y los niveles de D/P creatinina en pacientes prevalentes 
en DP. 
B. La mitocondria está implicada en la respuesta patológica de la célula 
mesotelial humana.  
1. Las células mesoteliales expuestas al líquido de diálisis (LD) sufren una disfunción 
mitocondrial caracterizada por una disminución del potencial de membrana 
mitocondrial. 
2. La citoquina inflamatoria IL-1ß daña a las mitocondrias de las células mesoteliales 
disminuyendo su potencial de membrana y su metabolismo mitocondrial.  
3. La disfunción mitocondrial provocada por oligomicina y paraquat induce la 
expresión de los mediadores inflamatorios COX-2 e IL-8 en las células mesoteliales 
en cultivo. 
4. La disfunción mitocondrial agrava la respuesta inflamatoria inducida por las 
citoquinas TNF-α e IL-1ß, provocando una inducción sinérgica de la expresión de 
los mediadores COX-2 e IL-8. 
5. La producción de ROS mitocondriales y la activación de NF-κB están involucrados 
en la respuesta inflamatoria inducida por disfunción mitocondrial. 
6. La mitocondria está implicada en la transición epitelio-mesenquimal (TEM) 
inducida por TGFß a través de la producción de ROS mitocondriales y de la 








C. El resveratrol ejerce un efecto protector sobre la respuesta patológica en las 
células mesoteliales humanas.  
1. El resveratrol impide la disfunción mitocondrial provocada por la exposición de las 
células mesoteliales al LD.  
2. El resveratrol evita el daño mitocondrial inducido por IL-1ß, aumentando el 
potencial de membrana y el metabolismo mitocondrial. 
3. El resveratrol ejerce un efecto antiinflamatorio reduciendo la expresión de los 
mediadores COX-2, IL-8 y PGE2 inducida por IL-1ß y por disfunción mitocondrial. 
4. El resveratrol ejerce un efecto antifibrótico disminuyendo la expresión de 
fibronectina inducida por TGFß.  
 
En resumen, los resultados obtenidos durante esta tesis evidencian la implicación de 
la mitocondria en la fisiopatología de la membrana peritoneal, tanto en la respuesta 
inflamatoria como en la fibrosis. Este hecho permite centrarse en la mitocondria como un 
orgánulo esencial en el mantenimiento de la integridad de la membrana peritoneal en los 
pacientes en tratamiento con DP, proporcionando un nuevo enfoque sobre las causas del 
fallo de ultrafiltración y posibilitando dirigir una futura terapia hacia la prevención de la 
disfunción mitocondrial. Además, se ha visto que el compuesto natural resveratrol 
protege la función mitocondrial de las células mesoteliales, y ejerce un efecto 
antiinflamatorio y antifibrótico, posicionándolo como potencial terapia para preservar la 
capacidad dialítica del peritoneo durante el tratamiento con DP y alargar la supervivencia 
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I. INTRODUCCIÓN 
Los estudios realizados con muestras de pacientes para evaluar las consecuencias 
del tratamiento con DP sobre el peritoneo tienen sus limitaciones. Durante este trabajo se 
han llevado a cabo estudios empleando biopsias de la membrana peritoneal de pacientes, 
que además de implicar un procedimiento invasivo, presenta como inconveniente el 
reducido número de muestras. También se ha analizado el deterioro de la membrana 
peritoneal utilizando el efluente de los LD de pacientes en DP. Estos estudios no son 
invasivos, y permiten conseguir muestras a lo largo del tiempo, posibilitando resultados 
más dinámicos. En este sentido, la combinación de ambos tipos de estudios ha sido 
crucial para demostrar la implicación de la mitocondria en la fisiopatología de la 
membrana peritoneal y para evaluar el efecto del resveratrol sobre los procesos 
inflamatorios y fibróticos. En este apartado y como estudio complementario a los 
resultados in vitro, se estudió el efecto del resveratrol sobre los cambios que sufre la 
membrana peritoneal expuesta a los líquidos de diálisis (LD) in vivo, en un modelo 
animal de exposición crónica al LD. Por ello, se realizó un estudio piloto en un modelo 
animal de diálisis peritoneal (DP) crónica en ratón, cuyo objetivo fue evaluar in vivo los 
efectos de una dieta antioxidante con resveratrol sobre los procesos patológicos que sufre 
la membrana peritoneal durante el tratamiento con DP. 
II. MATERIAL Y MÉTODOS 
1. ANIMALES 
Para llevar a cabo este estudio se utilizaron 18 ratones hembra de la cepa 
C57BL/6JRj de 9 semanas de edad con un peso medio de 17 gr a su llegada al animalario. 
Los animales fueron adquiridos a los laboratorios Janvier SRL (Francia) y el modelo fue 
realizado en el Centro Tecnológico de Formación (CTF) de la Gerencia de Gestión 
Integrada de A Coruña (XXIAC). Todos los procedimientos realizados han cumplido con 
la normativa vigente en la Unión Europea (63/2010 UE) y la normativa española (RD 
53/2013) en la cual se establecen las normas básicas aplicables para la protección de los 
animales utilizados en experimentación y otros fines científicos. Todos los protocolos 
cuentan además con la aprobación del Comité Ético de Experimentación Animal de la 
XXIAC (P.073.2).  
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Para realizar el modelo, los ratones se dividieron en 6 jaulas con 3 individuos cada 
una y se permitió su aclimatación durante una semana a las condiciones de estabulación 
estándar  presentes en el animalario (22±2°C de temperatura, 70-80% humedad relativa y 
ciclos de 12 h de luz y 12 h de oscuridad). El acceso de los animales al agua y pienso 
(SAFE; Laboratorios Harlan Interfauna Ibérica) fue ad libitum en todo momento.  
1.1. GRUPOS DE ESTUDIO Y TRATAMIENTO CON RESVERATROL 
Los animales se dividieron aleatoriamente en 3 grupos, formado cada uno de ellos 
por 6 ratones: 
• Grupo sano: Se les insertó mediante microcirugía una bomba de diálisis en la que se 
inyectó suero salino. No hay exposición del peritoneo al LD y los ratones no 
recibieron ningún tratamiento. 
• Grupo LD: Se les insertó una bomba mediante microcirugía en la que se inyectó LD 
con el objeto de inducirles daño peritoneal. Los ratones no recibieron tratamiento 
alguno. 
• Grupo LD+RSV: a los que se les indujo daño peritoneal mediante la inserción de 
una bomba en la que se inyectó LD. Los ratones recibieron diariamente una dosis 
de resveratrol vía oral como tratamiento. 
En la Tabla 16 se recoge la distribución y características de los diferentes grupos 
del modelo animal. 
 
Tabla 16-Grupos de estudio del modelo animal de exposición crónica al LD y procedimientos 
realizados en cada uno de ellos. 
GRUPO SANO GRUPO LD GRUPO LD+RSV 
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El resveratrol se administró con carácter preventivo 5 días a la semana durante las 4 
semanas previas a la cirugía. Tras la operación, se dejó cicatrizar la herida durante una 
semana evitando su manipulación, tras lo cual se continuó el tratamiento con resveratrol 
durante 4 semanas más, hasta el momento del sacrificio. El resveratrol se preparó 
diariamente en fresco diluyéndolo en agua. La dosis administrada fue de 25 mg/Kg/día, 
suministrando un volumen de 10 µl a cada ratón con la ayuda de una micropipeta (Gilson 
pipetman, España). Para que todos los animales estuviesen sometidos al mismo nivel de 
estrés, a los animales que no recibieron el tratamiento con resveratrol se les suministró 
agua por el mismo procedimiento.  
 
Figura 65-Cronograma del desarrollo del modelo animal. Tras una semana de aclimatación a las condiciones de 
estabulación, el resveratrol comenzó a administrarse vía oral 1 mes antes de la cirugía de inserción de la bomba de 
diálisis, y se continuó su tratamiento hasta el momento del sacrificio. Tras la cirugía y una semana de cicatrización, se 
inyectó LD a los animales durante cuatro semanas. 
1.2. INSERCIÓN DE LA BOMBA DE DIÁLISIS 
Para llevar a cabo el modelo animal de DP se realizó una microcirugía de inserción 
de una bomba de silicona Min-UTE mouse port (Access Technologies, EEUU) a los 
ratones. La bomba cuenta con un compartimento de silicona que presenta en su interior 
una bovina de acero inoxidable que permite que esté abierto y no se obstruya. Esta parte 
de la bomba se coloca de modo subcutáneo en el animal, y es donde se inyecta el líquido 
que se introduce en el peritoneo. El interior de la base del compartimento está recubierta 
por una placa de acero inoxidable, que actúa como protector para que la aguja con la que 
se inyecta el líquido no pueda en ningún caso atravesar la bomba dañando al ratón. El 
compartimento, está unido a un catéter de silicona flexible que se introduce en la cavidad 















Figura 66-Estructura de la bomba de silicona min-UTE mouse port utilizada en el modelo animal. Imagen 
modificada de https://accesstechnologiesinc.org  
Los animales se mantuvieron anestesiados por vía inhalatoria con sevoflurano 
(Baxter, España) durante toda la cirugía. La inducción de la anestesia se llevó a cabo en 
una cámara de pequeño tamaño con una concentración inicial de 5% de sevoflurano y un 
flujo de oxígeno de 5 L/min. Una vez que el animal permaneció inmóvil, se trasladó a una 
mascarilla con doble circuito en la cual se redujo el flujo de sevoflurano a una 
concentración de mantenimiento de 2-3%. A continuación, los ratones se premedicaron 
administrándoles por vía subcutánea el analgésico buprenorfina (Buprex, Reino Unido) a 
una dosis de 0.1 mg/Kg, y el antiinflamatorio no esteroideo meloxicam (Metacam, 
Alemania) a una dosis de 2 mg/kg. Una vez comprobada la eficacia de la anestesia 
mediante la pérdida de reflejo podal y palpebral, los animales se rasuraron y se les realizó 
una incisión en el lateral derecho del abdomen, justo por debajo de las costillas, 
utilizando unas tijeras estériles como se observa en la Figura 67 A. A continuación, se 
separó la piel de la capa muscular a través de la incisión con ayuda de unas tijeras de 
punta roma y curvada (Figura 67 B) con el objetivo de crear un espacio subcutáneo en la 
zona dorsal del animal, en el que se situará el compartimento de la bomba de silicona. 
Una vez separado, se sujetó el peritoneo con una pinza, elevándolo para formar una 
estructura similar a una “tienda de campaña” y en la zona expuesta, se realizó un orificio 
utilizando para ello unas tijeras de microcirugía. En lugar de realizar un corte en el 
peritoneo para crear dicho orificio, éste se realizó ejerciendo presión con las tijeras 
cerradas (Figura 67 C), abriéndolas a continuación apoyadas en el tejido (Figura 67 D), 
de manera que se efectúa un orificio elástico que no sangra. Una vez realizado el orificio, 
se introdujo el fino extremo del catéter de la bomba de silicona en su interior, fijándolo 
con un punto de sutura (Figura 67 E) con seda trenzada tratada Silk 5-0 no absorbible 
Catéter flexible de silicona 
Bovina de acero inoxidable  
Compartimento de silicona con 
placa protectora de acero inoxidable 
en su base 
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(Tycohealthcare, Sudáfrica). A continuación, se introdujo el compartimento de silicona de 
la bomba por la abertura (Figura 67 F), situándolo dorsalmente, en el lomo del animal a 
nivel subcutáneo (Figura 67 G). Seguidamente, se cerró la incisión lateral (Figura 67 I) 
mediante sutura intradérmica (Figura 67 H) y se impregnó la herida resultante con el 
antiséptico povidona iodada (Betadine, EEUU) diluido en agua estéril. 
 
Figura 67-Detalle de los pasos a seguir para llevar a cabo la microcirugía de la inserción de la bomba de diálisis 
en los ratones del modelo animal. A.-Incisión lateral B.-Separación de la piel del músculo C y D.-Realización de un 
orificio en el peritoneo E.-Introducción del catéter de la bomba por el orificio para introducirlo en la cavidad peritoneal 
F y G.- Introducción del compartimento de la bomba a través de la incisión lateral, colocándola dorsalmente H e I.-
Cierre de la incisión mediante sutura intradérmica. 
Tras la cirugía, se manipuló lo menos posible a los animales durante una semana 
para permitir su correcta cicatrización. Además, se añadió el antibiótico Oxilabiciclina 
retard (Labiana Life Sciences, España) al agua de bebida a una concentración de 0.2 
mg/ml durante 7 días para evitar posibles infecciones. Todo el material quirúrgico 
























(Johnson & Johnson, Alemania) durante 15 min, tras lo cual se lavó con agua estéril para 
evitar irritar la piel de los animales. 
1.3. EXPOSICIÓN CRÓNICA AL LÍQUIDO DE DIÁLISIS 
Para simular la exposición crónica del peritoneo de los animales al LD, una vez 
cicatrizada la herida de la cirugía se inyectaron 2 ml de CAPD/DPCA 3 (Stay safe 
Fresenius Medical Care, Alemania) con una concentración  de 4.25% de glucosa a cada 
ratón, durante 5 días a la semana y durante 4 semanas. Con el objetivo de aumentar su 
contenido en productos de degradación de la glucosa (GDP, del inglés, Glucose 
Degradation Products), el LD fue precalentado a 60°C durante las 24 h anteriores a su 
utilización. Durante los 30 min previos a la inyección se atemperó el líquido en una estufa 
a 37°C para evitar alterar la temperatura corporal del animal en la medida de lo posible. 
1.4. SACRIFICIO DE LOS ANIMALES 
Los animales se sacrificaron cuatro semanas después de comenzar la exposición del 
peritoneo al LD. Para ello, fueron anestesiados con sevoflurano, y la eutanasia tuvo lugar 
por exanguinación al realizar la extracción de sangre. Se aseguró la muerte del animal 
mediante inyección intracardiaca de 500 µl de cloruro potásico (149 mg/ml) (Braun, 
España). 
2. OBTENCIÓN DE MUESTRAS 
2.1. EXTRACCIÓN DE LÍQUIDO PERITONEAL 
Se realizó un test de equilibrio peritoneal (PET, del inglés, Peritoneal equilibration 
test) para evaluar la funcionalidad y capacidad de ultrafiltración del peritoneo de los 
ratones del modelo animal, inyectando LD (2 ml) 45 min antes del sacrificio. Pasado este 
tiempo, los animales fueron anestesiados con sevoflurano y se recolectó el LD 
almacenado en la cavidad peritoneal. Para ello, los animales se rasuraron y se practicó un 
corte superficial en la línea alba del abdomen con una tijera, se separó la piel del 
peritoneo cuidadosamente y se realizó un pequeño orificio en la parte inferior ventral 
derecha del peritoneo del animal con la ayuda de una tijera, recolectando el líquido a la 
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vez que se mide su volumen utilizando una micropipeta. El LD obtenido fue 
inmediatamente alicuotado y almacenado a -80°C para realizar posteriores estudios. 
2.2. EXTRACCIÓN SANGUÍNEA 
La extracción sanguínea fue realizada directamente del corazón de los animales, 
utilizando una jeringa de 1 ml con aguja de 25 GA (BD, Irlanda). La sangre se almacenó 
en un tubo Eppendorf durante 30 min a temperatura ambiente, y se extrajo el suero 
mediante una centrifugación a 2000 rcf durante 10 min. Las muestras de suero fueron 
almacenadas inmediatamente a -80°C para posteriores determinaciones. 
2.3. EXTRACCIÓN DE MUESTRAS DE TEJIDO PERITONEAL 
Para llevar a cabo los estudios histológicos, y en un futuro proteicos y genéticos de 
la membrana peritoneal, se obtuvieron biopsias de la zona ventral izquierda de los 
animales. Se evitó tomar muestras de la zona derecha del peritoneo por ser la más cercana 
al catéter, evitando así que una posible reacción al cuerpo extraño pudiese tener alguna 
interferencia en los resultados. Se extrajeron tres muestras de cada individuo, para su 
inclusión en parafina, en OCT y para congelación de tejido fresco en nitrógeno líquido. 
2.3.1. Inclusión de las muestras en parafina 
Una de las muestras tomadas del peritoneo de los ratones del modelo fue 
inmediatamente fijada en líquido de Bouin (5% ácido acético glacial, 20% formaldehído 
tamponado al 10% y 75% de solución saturada de ácido pícrico) (Panreac, España) 
durante 48 h. Transcurrido este tiempo, se realizaron 6 lavados de 10 min en alcohol de 
70° (Lab Farm Orravan, España) en agitación a baja velocidad, utilizando un agitador 
Unimax 1010 (Heidolph, Alemania). A continuación, se incluyó el tejido en parafina en 
un procesador de tejidos STP 120 (Especialidades médicas Myr, España), programado 













Tabla 17-Detalle del programa utilizado en la inclusión del tejido peritoneal de ratón en parafina. 
REACTIVOS TIEMPO (h) AGITACIÓN 
Alcohol 70° 0 0 
Alcohol 70° 1 1 
Alcohol 96° 1.5 1 
Alcohol 96° 1.5 1 
Alcohol 100° 1 1 
Alcohol 100° 1.5 1 
Alcohol 100° 1.5 1 
Xilol 1 1 
Xilol 1 1 
Xilol 1 1 
Parafina 3 1 
Parafina 3 1 
 
El tejido se orientó en el bloque verticalmente con el objeto de obtener secciones 
transversales. Los bloques de parafina fueron almacenados a temperatura ambiente hasta 
el momento de su utilización. Los cortes se llevaron a cabo utilizando un micrótomo de 
rotación RM 2155 (Leica Biosystems, España) con un grosor de 4 µm, y se colocaron en 
portaobjetos de adhesión Superfrost Plus (Thermofisher scientific), almacenándolos 
durante 24 h a 37°C para completar el secado de la muestra y asegurar su adherencia. En 
el momento de su utilización, los cortes se desparafinaron incubándolos 30 min a 60°C y 
se trataron con xilol durante 10 min. A continuación, se hidrataron sumergiéndolos en un 
gradiente decreciente de etanol (100°, 96°, 70°) y finalmente se sumergieron en agua 
destilada.  
2.3.2. Inclusión de las muestras en OCT 
Como ya se ha comentado previamente, una de las muestras que se obtuvo del 
tejido peritoneal de los animales se incluyó en OCT. Para ello, las muestras se 
criopreservaron sumergiéndolas en Tissue-Tek (Sakura, Japón) en un molde que se 
sumergió inmediatamente en isopentano previamente enfriado con nitrógeno líquido. Las 
muestras se almacenaron a -80ºC para realizar futuros estudios inmunohistoquímicos. 
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2.3.3. Congelación de tejido peritoneal fresco 
Uno de los fragmentos obtenido del peritoneo de los animales fue congelado en 
fresco, introduciéndolo directamente en un criovial de 1.8 ml (Simport, Canadá) que 
inmediatamente se sumergió en nitrógeno líquido. Las muestras fueron almacenadas en 
un tanque de nitrógeno líquido hasta su posterior uso para realizar estudios genéticos y 
proteicos.  
3. ANÁLISIS HISTOLÓGICO 
3.1. TINCIONES HISTOQUÍMICAS 
3.1.1. Tinción con Hematoxilina-Eosina  
La tinción de Hematoxilina-Eosina permite una observación clara de la estructura y 
morfología de los tejidos, puesto que tiñe de color azul las estructuras basófilas (núcleo 
celular) y de color rosáceo las estructuras acidófilas (citoplasma y fibras de colágeno). 
Tras desparafinar y rehidratar los cortes, los portaobjetos se sumergieron en hematoxilina 
de Mayer (Sigma) durante 5 min, y se colocaron bajo un flujo de agua corriente hasta 
observara un viraje crómico a azul. Seguidamente, las muestras fueron contrateñidas con 
eosina (Panreac) 5 min y deshidratadas, pasándolas por cubetas con concentraciones 
crecientes de etanol (70°, 80°, 96°, 100°) y dos baños de xilol (7 min/cubeta). Para 
finalizar el montaje, se utilizó el medio acuoso DePex (Merck, España). 
3.1.2. Tinción tricrómica de Masson 
Esta tinción, como su nombre indica, emplea tres colorantes: hematoxilina, fucsina 
y azul de anilina. Como resultado de la tinción, se observan los núcleos celulares de un 
color azul-negruzco, el citoplasma y las fibras musculares de color rojo o rosáceo, y por 
último, las fibras de colágeno de azul. Una vez desparafinadas e hidratadas, las muestras 
se sumergieron en alumbre férrico (Merck) durante 30 min y en hematoxilina férrica de 
Weigert (Merck) 10 min. A continuación, las muestras se lavaron con agua corriente y se 
sumergieron en etanol-ácido pícrico (Panreac) durante 6 min. Seguidamente, se realizó 
otro lavado con agua y se pasaron las muestras a una cubeta con fucsina de Ponceau 8 
min (Merck), tras lo cual se sumergieron dos veces en ácido fosfomolíbdico (VWR, 
Bélgica) durante 5 min. Por último, se trasladaron a un recipiente con azul de anilina 
(Sigma) 12 min, se lavaron con agua destilada y se deshidrataron con una concentración 
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creciente de etanol (96°, 100°) y un baño de xilol. Finalmente, las muestras se montaron 
con el medio acuoso DePex. 
3.2. ANÁLISIS MEDIANTE MICROSCOPÍA ÓPTICA 
Las muestras se visualizaron en un microsopio óptico Olympus BX61 (Olympus 
Biosystem) con el software CellSens Dimension. Las fotografías fueron tomadas con una 
cámara Olympus DP71 (Olympus Biosystem) acoplada al microscopio. Se realizaron 
medidas de la membrana peritoneal con el objetivo de observar cambios en su grosor, 
fibrosis y acumulación de matriz extracelular. 
III. RESULTADOS 
Los estudios ex vivo e in vitro realizados en células mesoteliales evidencian el 
efecto protector del resveratrol frente a la disfunción mitocondrial y a la respuesta 
inducida por citoquinas proinflamatorias y profibróticas. En base a este precedente, el 
resveratrol podría modular in vivo el daño peritoneal, reduciendo la inflamación y la TEM 
previniendo el fallo de ultrafiltración. Para testar esta hipótesis, se realizó un modelo 
animal de exposición crónica al LD en ratones no urémicos, evaluando el posible efecto 
preventivo del resveratrol. 
1. PUESTA A PUNTO DEL MODELO 
Se realizó un primer modelo piloto con un número reducido de animales en el que 
surgieron complicaciones relacionadas con la cirugía, puesto que un número elevado de 
ratones se arrancaban los puntos abriéndose la herida constantemente, por lo que se tomó 
la decisión de sacrificarlos. A raíz de este problema, en el siguiente modelo piloto se 
introdujeron modificaciones para que los animales tuviesen un menor acceso a la sutura, 
como realizar la incisión en una zona más dorsal o sustituir el tipo de sutura por la 
intradérmica. Además, se les administró un analgésico para evitar molestias que pudiesen 
dar pie a que se hurgasen en la herida. Con la introducción de estas medidas en se evitó 
que los animales se arrancasen los puntos. Este modelo se realizó con 3 animales por 
grupo y se incluyó un grupo resveratrol para comprobar que no tuviese ningún efecto 
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nocivo por sí sólo, en el que se administró resveratrol vía oral a los ratones y se inyectó 
suero salino en la bomba.  
2. ANÁLISIS MICROSCÓPICO 
Tras el sacrificio, se tomaron muestras de tejido peritoneal que se incluyeron en 















Figura 68-Evaluación microscópica del efecto del resveratrol durante el tratamiento con LD. Imágenes 
representativas de secciones de peritoneo de los grupos sano, resveratrol, LD y LD+resveratrol teñidas con 
hematoxilina-eosina. En las imágenes se observa el tejido peritoneal a un aumento 20X. Las flechas señalan la 
membrana peritoneal. Se puede apreciar que los animales que recibieron el tratamiento con resveratrol presentan una 
imagen similar a los sanos, con una fina hilera de células mesoteliales. En la imagen correspondiente al grupo LD se 
observa un ligero engrosamiento de la membrana peritoneal acompañado de un aumento de la proliferación celular 
(n=3). 
 
De cada corte, se realizaron medidas del grosor de la membrana peritoneal cada 150 
µm, observándose un ligero aumento en el grupo al que se inyectó LD, que se redujo con 
el tratamiento con resveratrol. Ninguna de estas variaciones fue significativa. (Figura 
69). No se observaron diferencias significativas entre el grupo sano y grupo RSV 





















Figura 69-Evaluación histopatológica del efecto del resveratrol durante el tratamiento con LD. Se observó un 
ligero aumento del grosor de la membrana peritoneal en el grupo de ratones al que se inyectó LD, que se redujo con el 
tratamiento con resveratrol. Los datos representan la media±EEM del grosor de la membrana peritoneal (n=3). 
 
La exposición al LD no provocó un daño significativo en el peritoneo del grupo 
LD, por lo que para aumentar el daño peritoneal, se realizó una prueba con un ratón 
balb/c al que se le inyectó durante 4 semanas LD precalentado a 60ºC durante las 24 h 
antes a cada inyección, con el objeto de aumentar su contenido en GDPs. Tras el 
sacrificio, el tejido peritoneal extraído se incluyó en parafina y se tiñó con tricrómico de 
Masson. 
Como resultado, se observó un aumento mucho mayor del grosor de la membrana 
peritoneal, del depósito de colágeno sobre ella, provocando la fibrosis peritoneal (Figura 
70). El tejido se incluyó con la piel, que se observa en la parte superior de la imagen, para 










Figura 70-Evaluación microscópica del efecto del LD precalentado sobre la membrana peritoneal. Imagen 
representativa de una sección de peritoneo de ratón, tras su exposición durante 4 semanas a LD precalentado a 60ºC 
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aumento 10X. La membrana peritoneal sufrió una desestructuración fruto del engrosamiento, acompañado de un 
aumento del depósito de colágeno. 
 
Tras comprobar que el precalentamiento del LD aumentó el daño peritoneal, se 
realizó el modelo de diálisis en los ratones C57BL/6JRj introduciendo esta modificación. 
Al no haber observado ninguna diferencia con el grupo control en el modelo piloto, el 
grupo resveratrol no se incluyó en el estudio.  
Se supervisó el aspecto y comportamiento de los animales comprobando que era el 
habitual, y se pesaron periódicamente para detectar problemas de salud o estrés que 
pudiesen pasar desapercibidos a simple vista. Como muestra la Figura 71, no se 
observaron diferencias significativas en los pesos de los animales entre los distintos 








Figura 71-Evolución del peso de los ratones del modelo animal de DP. Amarillo: grupo control (agua vía oral y 
suero salino inyectado en la bomba) (n=5). Rojo: grupo LD (agua vía oral y LD inyectado en la bomba) (n=6). Verde: 
grupo LD+RSV (resveratrol vía oral y LD inyectado en la bomba) (n=6). Los datos representan la media±EEM del 
grosor de la membrana peritoneal. 
 
Del mismo modo que en el modelo anterior, se tomaron muestras de tejido 
peritoneal que se incluyeron en parafina, y tras realizar los cortes se tiñeron con 



































Figura 72-Evaluación microscópica del efecto del resveratrol sobre el tratamiento con LD precalentado. 
Imágenes representativas de secciones de peritoneo de los grupos sano (n=5), LD (n=6) y LD+resveratrol (n=6) teñidas 
con hematoxilina-eosina (objetivo 4X). Las flechas señalan la membrana peritoneal. Se observó un ligero aumento del 
grosor de la membrana peritoneal en el grupo de ratones al que se inyectó LD, que se redujo con el tratamiento con 
resveratrol. Los datos representan la media±EEM del grosor de la membrana peritoneal. 
 
Figura 73-Evaluación microscópica del efecto del resveratrol sobre el tratamiento con LD precalentado. 
Imágenes representativas de secciones de peritoneo de los grupos sano (n=5), LD (n=6) y LD+resveratrol (n=6) teñidas 
con tricrómico de Masson. Las flechas señalan la membrana peritoneal. Se observó un ligero aumento del grosor de la 
membrana peritoneal en el grupo de ratones al que se inyectó LD, que se redujo con el tratamiento con resveratrol. Los 
datos representan la media±EEM del grosor de la membrana peritoneal.  
 
Al igual que en el modelo inicial, sólo se observó un pequeño incremento no 
significativo en el grosor de la membrana entre el grupo sano y el grupo LD, por lo que 
SANO LD LD+RSV 
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no se ha conseguido inducir el daño peritoneal durante las 4 semanas de exposición al 
LD. Por tanto, no se han podido obtener resultados concluyentes sobre el efecto del 
resveratrol durante el tratamiento con LD, puesto que no se logró provocar un daño 










Figura 74-Evaluación histopatológica del efecto del resveratrol sobre el tratamiento con LD precalentado. 
Apenas se observan diferencias entre los distintos grupos del modelo animal. Los datos representan la media±EEM del 
grosor de la membrana peritoneal (Grupo sano: n=5, Grupos LD y LD+resveratrol: n=6). 
 
Una posible explicación a los resultados obtenidos, es que los ratones balb/c 
podrían ser más sensibles al LD que los C57BL/6JRj, y por tanto, podría ser necesario un 
tiempo de exposición al LD superior a 4 semanas para inducir el daño peritoneal en estos 
animales. Diversos estudios clínicos muestran que existen diferencias en el deterioro de la 
membrana peritoneal por exposición al LD entre los distintos pacientes (247). Aunque 
por el momento no se conocen bien las causas, estas diferencias podrían deberse a la 
variedad genética. En el caso de los modelos animales, se han realizado estudios 
preliminares comparativos entre diferentes cepas en los que se han observado diferencias 
significativas en el proceso de desarrollo de la fibrosis peritoneal en respuesta al LD 
(248). Así, el fondo genético podría afectar a la predisposición a una respuesta 
inflamatoria de menor o mayor grado y por ello, unas cepas podrían ser más sensibles a 
otras a la exposición al LD.  
Aunque los resultados obtenidos en el modelo animal no hayan sido los esperados, 
la realización del mismo ha sido útil para introducir mejoras y perfeccionar la técnica. De 
todos modos, sería necesario introducir modificaciones, como por ejemplo, alargar el 
tiempo de exposición al LD con el objeto de conseguir un daño peritoneal claro y 


































De todos modos, hay que tener en cuenta que los estudios in vivo tienen sus propias 
limitaciones, puesto que hay una serie de diferencias entre los pacientes y los modelos 
animales que se deben tener en cuenta. La más importante es que el peritoneo parietal es 
mayor en pequeños roedores que en humanos, por lo que el área superficial en contacto 
con el LD también va a ser mayor (249, 250). Otro factor a tener en cuenta es el tiempo 
de exposición al LD, ya que los pacientes suelen estar a tratamiento durante años, 
mientras que los animales han de ser tratados durante semanas o pocos meses. Los 
animales de experimentación presentan la ventaja de tener un metabolismo más rápido, 
por lo que tanto el daño inducido por los LD como los posibles tratamientos van a actuar 
más rápidamente que en los pacientes. Otro factor importante son los problemas técnicos 
que surgen del propio modelo de DP, siendo los más frecuentes la obstrucción del catéter 
y las peritonitis (250). 
Aun considerando estas limitaciones, los modelos animales de DP son de gran 
utilidad y pueden subsanar parte de las limitaciones a las que nos enfrentamos al trabajar 
con muestras de pacientes, contribuyendo a una comprensión de los mecanismos 
celulares y moleculares que intervienen en el deterioro de la membrana peritoneal, 
además de permitir testar diferentes tratamientos para paliar este deterioro o ralentizarlo 
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